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Določanje metilacije DNA gena SLC6A4 pri žrtvah samomora s tehnologijo 
sekvenciranja naslednje generacije 
Povzetek:  
Človeško vedenje oblikujejo genetski in okoljski dejavniki, ki vplivajo na pojavnost 
duševnih motenj in tudi samomorilnega vedenja. Znano je, da motnje v serotonergičnem 
sistemu lahko pomembno prispevajo k razvoju duševnih motenj, agresivnemu in 
impulzivnemu vedenju ter samomorilnemu vedenju. Številni raziskovalci so v svojih 
študijah pokazali, da imajo epigenetski mehanizmi, ki vplivajo na izražanje genov, 
potencialno vlogo pri samomorilnem vedenju. V nalogi smo preučevali stopnjo metilacije 
DNA, ki je ena izmed epigenetskih modifikacij, gena SLC6A4, ki zapisuje za serotoninski 
transporter. Iz možganskih področij amigdale, insule, Brodmannovega področja 46 in 
hipokampusa ter krvi žrtev samomora in kontrolnih oseb smo izolirali DNA. To smo 
bisulfitno pretvorili in pripravili knjižnico tako, da smo z uporabo verižne reakcije s 
polimerazo (PCR) pomnožili izbrane dele otočka CpG kandidatnega gena ter del v 
njegovi bližini. Po PCR smo ustreznost pomnožkov preverili z agarozno gelsko 
elektroforezo in pomnožke očistili s paramagnetnimi kroglicami. Z uporabo tehnologije 
sekvenciranja naslednje generacije in statističnimi pristopi smo določili razliko v 
metilaciji posameznih citozinov pri žrtvah samomora glede na kontrolno skupino. 
Rezultati statistične obdelave metiliranih citozinov pomnožka SLC6A4_1 so pokazale, 
da je število statistično pomembnih metiliranih citozinov pri vseh štirih možganskih 
področjih in v krvi dokaj podobno. Stopnja metilacije pri žrtvah samomora glede na 
kontrolno skupino je bila v Brodmannovem področju 46, hipokampusu in v krvi znižana, 
v amigdali dokaj enaka, v insuli pa smo opazili povišano število metiliranih citozinov. Pri 
pomnožku SLC6A4_2 smo opazili, da je število statistično pomembnih metiliranih 
citozinov med preiskovanima skupinama oseb različno. V amigdali in insuli ni bilo 
opaženih statistično pomembnih metiliranih citozinov, v Brodmannovem področju 46 je 
bila stopnja metilacije citozinov pri žrtvah samomora glede na kontrolno skupino znižana, 
v hipokampusu pa zvišana. V krvi je vzorec metilacije mešan. Hipotezo, da obstajajo 
statistično pomembne razlike v stopnji metilacije DNA SLC6A4 med možganskimi 
področji in v krvi skupine žrtev samomora in kontrolne skupine smo potrdili, vendar pa 
so te razlike sorazmerno nizke. 
 




Determination of DNA methylation of SLC6A4 gene in suicide victims with next 
generation sequencing 
Abstract:  
Human behavior is regulated by genetic and environmental factors, which impact on 
increased frequency of psychiatric behaviors and also suicidal behavior. It has been 
shown that changes in serotonergic system can have an important role in development of 
mental disorders, aggressive and impulsive behavior or suicidal behavior. Many 
researchers have shown that epigenetic mechanisms that influence the gene expression 
could have a potential role in suicidal behavior. In this thesis we have studied the DNA 
methylation level, which is one of the epigenetic modifications, of a gene SLC6A4, which 
encodes serotonin transporter. We have isolated the DNA out of brain tissue of amygdala, 
insula, Brodmann area 46, hippocampus and out of blood of suicide victims and control 
group. Afterwards we did the bisulfite conversion of the DNA and prepared a library by 
using a polymerase chain reaction ( PCR) to amplify a part of a CpG island of candidate 
gene and a part nearby. After PCR we checked the amplicons with agarose gel 
electrophoresis and cleaned the products using magnetic beads. With the use of next 
generation sequencing technology and statistical approaches we have managed to 
determine level of methylation of the DNA amplicons. After statistical analysis of the 
methylated cytosines of amplicon SLC6A4_1 we determined that the number of 
statistically significant methylated cytosines is fairly equal in all four brain areas and 
blood. Suicide victims had decreased methylation levels in Brodmann area 46, 
hippocampus and blood in comparison with control group. Methylation levels were mixed 
in amygdala and increased in insula. In DNA amplicon SLC6A4_2 differences in the 
number of methylated cytosines were noticed. In amygdala and insula there was no 
statistically relevant differentially methylated cytosine observed. The methylation level 
decreased in Brodmann area 46 of suicide victims in comparison with the control group 
and increased in hippocampus. In blood the methylation pattern was mixed. We 
confirmed the hypothesis that there are statistically relevant differences in methylation 
levels of DNA SLC6A4 among brain areas and blood of suicide victims and control group, 
however these differences are rather small. 






1. Uvod ......................................................................................................................... 1 
1.1. Samomor po svetu ............................................................................................ 1 
1.2. Samomor v Sloveniji ........................................................................................ 3 
1.3. Dejavniki tveganja za samomorilno vedenje .................................................... 5 
1.3.1. Družinske študije ter študije dvojčkov in posvojencev ............................ 5 
1.4. Možgani ............................................................................................................ 6 
1.4.1. Amigdala .................................................................................................. 7 
1.4.2. Hipokampus .............................................................................................. 7 
1.4.3. Insula ........................................................................................................ 8 
1.4.4. Brodmannovo področje 46 ....................................................................... 8 
1.5. Serotonergični sistem ....................................................................................... 8 
1.5.1. Serotonin ................................................................................................... 9 
1.5.2. Vloga serotonina v krvi .......................................................................... 11 
1.5.3. Serotoninski transporter .......................................................................... 12 
1.6. Epigenetika ..................................................................................................... 13 
1.6.1. Metilacija ................................................................................................ 13 
2. Namen dela in hipoteza ........................................................................................ 17 
3. Materiali in metode .............................................................................................. 19 
3.1. Preiskovanci ................................................................................................... 19 
3.2. Upraševanje možganov................................................................................... 21 
3.3. Izolacija DNA iz krvi in možganskega tkiva.................................................. 21 
3.4. Bisulfitna pretvorba DNA .............................................................................. 23 
3.5. Načrtovanje začetnih oligonukleotidov .......................................................... 27 
3.5.1. Zaporedja pomnožkov pred in po bisulfitni pretvorbi ............................ 31 
3.6. Prvi krog PCR ................................................................................................. 32 
3.7. Agarozna gelska elektroforeza ....................................................................... 33 
3.7.1. Priprava 2-odstotnega agaroznega gela .................................................. 34 
 
 
3.7.2. Nanos na elektroforezo ........................................................................... 34 
3.8. Čiščenje s paramagnetnimi kroglicami .......................................................... 35 
3.9. Kvantifikacija nukleinskih kislin .................................................................... 36 
3.9.1. Merjenje koncentracije z barvilom PicoGreen in priprava ekvimolarne 
knjižnice produktov PCR ....................................................................................... 38 
3.10. Drugi krog PCR .............................................................................................. 40 
3.11. Sekvenciranje naslednje generacije ................................................................ 42 
3.11.1. Sekvenciranje z MiniSeq po principu »sekvenciranja s sintezo« ........... 42 
3.11.2. Priprava končne knjižnice in nanos na kartušo ...................................... 45 
3.12. Statistična analiza ........................................................................................... 45 
4. Rezultati ................................................................................................................. 47 
4.1. Preiskovanci ................................................................................................... 47 
4.2. Rezultati kvantifikacije DNA za izračun volumna vzorcev potrebnega za 
bisulfitno pretvorbo .................................................................................................... 48 
4.3. Optimizacija pogojev PCR ............................................................................. 49 
4.4. Rezultati prvega in drugega kroga PCR ......................................................... 52 
4.5. Rezultati čiščenja s paramagnetnimi kroglicami ............................................ 53 
4.6. Rezultati kvantifikacije DNA po prvem in drugem krogu PCR ..................... 54 
4.7. Rezultati uporabe paketa methylKit ............................................................... 56 
5. Razprava ............................................................................................................... 61 
6. Zaključek ............................................................................................................... 65 





Enote in kratice 
5-HIAA 5-hidroksiindolocetna kislina 
5-HT  5-hidroksitriptamin, serotonin 
5-HTP  5-hidroksitriptofan 
5-HTT  5-hidroksitriptamin, serotoninski transporter,  
5-HTTLPR  polimorfizem serotoninskega transporterja; 
angl. serotonin-transporter-linked polymorphic region 
5-mC 5-metilcitozin 
AD aldehid dehidrogenaza 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
AIC skorja sprednjega dela insule; angl. anterior insular cortex  
BAM binarna datoteka naleganja; angl. binary alignment map 
bp bazni bar 
CpG citozin-fosfat-gvanin 
OŽS osrednji živčni sistem 
DMC diferenčno metilirani citozini; angl. differentially methylated 
cytosines 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
DNMT DNA-metiltransferaza; angl. DNA-methyltransferase 
dNTP deoksiribonukleozid trifosfat 
dsDNA dvoverižna DNA 
DZ dvojajčni dvojčki; angl. dizygotic twins 
EtBr etidijev bromid 
EtOH etanol 
ISM Inštitut za sodno medicino 
KME Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko 
MAO-A  monoamin oksidaza 
MCMB Medicinski center za molekularno biologijo 
MZ enojajčni dvočki; angl. monozygotic twins 
NGS sekvenciranje naslednje generacije; angl. next generation 
sequencing   
NIJZ Nacionalni inštitut za javno zdravje 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PG barvilo Picogreen 
PMI posmrtni interval 
 
 
rcf relativna centrifugalna sila; angl. relative centrifugal force 
RFU relativna fluorescenčna enota; angl. relative fluorescent units 
RNA ribonukleinska kislina 
SBS  sekvenciranje s sintezo, angl. sequencing by synthesis 
SLC6A4 gen za serotoninski prenašalec; angl. solute carrier family 6 
member 4 
SMRT sekvenciranje v realnem času, angl. single molecule real time 
sequencer  
SNP polimorfizmi posameznih nukleotidov; angl. single nucleotid 
polymorphism 
SNV različice posameznih nukleotidov, angl. single nucleotid variant 
SPRI reverzibilna imobilizacija s trdno fazo; angl. solid-phase 
reversible imobilization 
SSRI selektivni zaviralec ponovnega privzema serotonina; angl. 
selective seretonin reuptake inhibitors  
Ta temperatura prileganja 
TBE tris-borova kislina-EDTA 
TET encimi družine deset-enajst translokacija, angl. ten-eleven 
translocation 
TGS tretja generacija sekvenciranja, angl. third generation sequencing 
Tm temperatura tališča 
TPH triptofan hidroksilaza 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija; angl. World Health 
Organization  
ZO začetni oligonukleotid 
 





1. Uvod  
Samomor je »dejanje, s katerim kdo namerno povzroči svojo smrt« (SSKJ) [1]. Izjema je 
ideološki samomor, kjer primarni motiv ni jemanje lastnega življenja [2]. Na 
samomorilno vedenje vplivajo različni dejavniki, med drugim biološki, psihološki in 
sociološki, katere spremljajo občutki brezupa [3]. Problem samomora se pojavlja po 
celem svetu, v različnih družbenih skupinah in geografskih okoljih [4].  
1.1. Samomor po svetu 
 
Skoraj 800.000 ljudi vsako leto umre za posledicami samomora. Samomore uvrščamo 
med najpogostejše povzročitelje smrti skupaj z malarijo, rakom na dojkah, vojno in 
umori. WHO (Svetovna zdravstvena organizacija, angl. World Health Organization) si z 
ozaveščanjem in napotki močno prizadeva, da bi se število samomorov po svetu 
zmanjšalo. Leta 2016 je bil na globalni lestvici, poenoteni na leta, samomorilni količnik 
(število samomorov na 100.000 prebivalcev na leto) 10,5 žrtev samomora na 100.000 
prebivalcev [5].  
S primerjavo samomorilnih količnikov poenoteno na leta ter moške in ženske, lahko 
zaključimo, da je pri moških pojavnost samomorov (13,7 samomorov na 100.000 ljudi) 
1,8-krat višja kot pri ženskah (7,5 samomorov na 100 000 ljudi). Držav, kjer beležijo višji 
samomorilni količnik pri ženskah kot moških, je manj. Mednje spadajo Bangladeš (južna 
Azija), Kitajska (vzhodna Azija), Lesoto (južna Afrika), Maroko (severozahodna Afrika) 
in Mjanmar (Azija) [5].  
Po podatkih WHO najvišje samomorilne količnike v Evropi zasledimo v Litvi 43, Latviji 
42, Estoniji 38, na Madžarskem 37, Rusiji 31, Sloveniji 28, na Finskem 28, Ukrajini 22, 
Belorusiji 21 in Avstriji 21 [5]. Za Slovenijo bi glede na psiho-socialne napovedi, 
pričakovali podobno kot za ostale mediteranske sosede, kot je Italija, nizek samomorilni 
količnik. Dodatno bi nizek samomorilni količnik lahko pričakovali zaradi dejstva, da je 
70 % prebivalstva katoliške veroizpovedi, ki samomorov ne odobrava. Kljub temu se 
Slovenija uvršča v sam vrh glede na število samomorov na leto [2, 6].  
Če povežemo države, ki imajo samomorilni količnik večji od 20, dobimo tako imenovano 
J-krivuljo (slika 1). J-krivulja, ki povezuje sosedske države od Finske do Avstrije, potrjuje 
predpostavko, da bi genetske predispozicije lahko vplivale na samomorilni količnik. 





Slovanski in baltski narodi bi tako lahko v svojem genskem zapisu imeli podobno 
razmerje evropskih (90%) in uralskih (10%) genov kot Finska in Madžarska [2, 6, 7]. S 
teorijo J-krivulje so pokazali, da se samomorilni količnik zmanjšuje od Urala proti 
jugovzhodu. To sovpada z razpršenostjo dela genoma, ki ga povezujejo z več tisoč let 
staro prilagoditvijo prednikov uralsko govorečih ljudstev na ohladitev in s selitvami proti 
jugovzhodu Evrope [2, 8].  
 
Slika 1: Področje J-krivulje desetih sosednjih držav, ki se raztezajo od Finske do 
Avstrije (Povzeto po: WHO, 1994) [5].  
Da ima alkohol v povezavi z dednostjo v določenih kulturah vpliv na samomorilno 
vedenje sta v svoji študiji pokazala Ramstedt (l. 2001) ter Norström (l. 2016) [9, 10]. 
Raziskave so pokazale, da se države kot sta Italija in Španija, kjer je velika poraba 
alkohola, ne srečujejo z visoko problematiko samomorilnosti. Norstrom (l. 1995) je 
preučeval vpliv alkohola na samomorilno vedenje v Franciji, ki velja za družbo bolj 
naklonjeno uživanju alkoholu in na Švedskem, ki je manj naklonjena uživanju alkohola. 
Ugotovil je, da je vpliv alkohola na samomorilni količnik na Švedskem večji kot v 
Franciji. Zloraba alkohola lahko potencira druge dejavnike, ki so povezani s 
samomorilnim vedenjem [11]. Prekomerno uživanje alkohola predstavlja v Sloveniji 
velik problem [12]. Tako Slovenija kot Francija sodita med vinorodni državi, vendar pa 
je samo v Sloveniji problematika samomorov zelo velika. Vinogradništvo se je v 
Sloveniji razcvetelo v času Rimljanov in v večini izumrlo, ko so območje osvojila ogrska 
in slovanska plemena. Omenjena plemena naj ne bi imela genske zasnove naklonjene 





uživanju alkohola. Pri potomcih teh plemen je pojavnost samomorov zelo visoka, kar so 
povezali z neprilagojenostjo na alkohol. Ko se je kasneje vinogradništvo zaradi različnih 
dejavnikov ponovno razmahnilo, so se med prebivalstvom, katerega dedni material ni bil 
naklonjen uživanju alkohola, pojavile duševne motnje, ki jih povezujemo z zlorabo 
alkohola [2, 13].  
Primerjava med narodi in kulturami v povezavi s samomori, zaradi različnih dejavnikov 
kot so religija, zakonodaja, statistika, zdravstveni sistem, demografski dejavniki, etične 
razlike in odnos do samomorilnega vedenja, ni enostavna [2].  
1.2. Samomor v Sloveniji 
 
Slovenija se s približno 400 samomori na leto uvršča v sam vrh samomorilno ogroženih 
držav. Največ moških samomorilcev se odloči za smrt z obešanjem, sledijo samomor z 
orožjem, skok v globino, zastrupitev s trdimi in tekočimi snovmi in utopitve [4, 14]. O 
samomorih na Kranjskem (3 samomori na letni ravni v populaciji 100.000 ljudi) je bilo 
prvič poročano v izsledkih prvega slovenskega suicidologa Leva Milčinskega. Kasneje 
so za določena obdobja o samomorih na slovenskem poročali še drugi [2]. Po 
osamosvojitvi Slovenije, ko smo se srečevali s spremembo družbene ureditve, 
brezposelnostjo, stiskami, je bilo pričakovati, da bo krivulja glede na izsledke iz 
zgodovine strmo narasla. To se ni zgodilo in je tako povprečje ostalo približno 30 
samomorov na 100.000 prebivalcev na letni ravni. Marušič in sodelavci so predpostavili, 
da imajo dejavniki povezani z družbeno ureditvijo v Sloveniji manjši vpliv kot drugod po 
svetu oziroma, da sta se vpliv pozitivnih (svobodne volitve) in negativnih (brezposelnost) 
dejavnikov izenačila [15].  
Po podatkih NIJZ (Nacionalni inštitut za javno zdravje) je leta 2017 samomorilni količnik 
v Sloveniji znašal 19,89 (31,87 za moške in 8,08 za ženske), kar pomeni, da je samomor 
storilo 411 oseb, od tega 327 moških in 84 žensk (slika 2). Razmerje med moškimi in 
ženskimi žrtvami samomora, ki znaša 3,8, nam pove, da za posledicami samomora v 
Sloveniji umre približno štirikrat več moških kot žensk [16]. Na razmerje vpliva več 
dejavnikov. Eden izmed njih je, da ženske v stiski veliko lažje poiščejo pomoč kot 
moški [17].  






Slika 2: Samomorilni količnik v Sloveniji od leta 2003 do leta 2017 (vir: Povzeto po 
www.nijz.si) [16].  
Marušič (l. 1998) je v svoji študiji pokazal, da je v Sloveniji velika razlika med samomori 
po regijah. Samomorilni količnik je na severovzhodu (50 na 100.000 prebivalcev) znatno 
višji kot na jugozahodu (10 na 100.000 prebivalcev) [13]. Vzhodne podeželske regije so 
ekonomsko manj razvite v primerjavi z zahodnimi deli Slovenije [18]. Razlike v 
samomorilnem količniku po regijah se v zadnjih letih zmanjšujejo, kar nakazuje na to, da 
življenjski pogoji znotraj države postajajo bolj homogeni [17]. Izkazalo se je, da 
preventivne aktivnosti za preprečevanje samomorov niso imele jasnega vpliva na trend 
zmanjševanja samomorilnega količnika. Samomorilni količnik se je začel zmanjševati že 
pred začetkom izvajanja preventivnih aktivnosti in se nadaljeval v istem trendu tudi po 
začetku izvajanja. Nakazuje se, da je zmanjševanje samomorilnega količnika povezano z 
izboljšanjem socialno-ekonomskih razmer in zdravstvenimi pogoji. V državi in 
posameznih regijah se je znatno povečal BDP (bruto domači proizvod) in število 
predpisanih antidepresivov. Leta 2003 je v veljavo prišel ZOPA (Zakon o omejevanju 
porabe alkohola) in leta 2006 MOSA (Mobilizacija skupnosti za odgovornejši odnos do 
alkohola), ki tudi vplivata na pojavnost samomorov [17].  
 
 





1.3. Dejavniki tveganja za samomorilno vedenje 
 
Dejavnike, ki vodijo k samomorilnem vedenju lahko razdelimo v tri kategorije [14]:  
1) genetski dejavniki, 
2) dejavniki okolja in 
3) prepletanje genetskih in okoljskih dejavnikov. 
1.3.1.  Družinske študije ter študije dvojčkov in posvojencev 
 
Za primerjavo genetskih in okoljskih dejavnikov so nam v pomoč družinske študije ter 
študije dvojčkov in posvojencev [14].  
Pri družinskih študijah gre za primerjavo samomorilnega količnika oziroma 
samomorilnega vedenja sorodnikov samomorilnega preiskovanca in sorodnikov 
nesamomorilnega preiskovanca. Dedovanja samomorilnega vedenja ne moremo razložiti 
samo z dedovanjem duševnih motenj. Zaradi prepletanja obeh dejavnikov, okoljskih in 
genetskih, težko ločimo med njimi. Vseeno pa lahko trdimo, da ima družinska zgodovina 
vpliv na samomorilno vedenje [19].  
Študije dvojčkov in posvojencev so zato za preiskovanje samomorilnega vedenja 
primernejše od družinskih študij [14]. Vpliv dednosti na samomorilno vedenje ima pri 
enojajčnih dvojčkih (MZ; angl. monozygotic) znatno višjo konkordanco (vedenje, ki se 
sočasno pojavlja hkrati pri obeh dvojčkih) kot pri dvojajčnih dvojčkih (DZ; angl. 
dizygotic). Omenjeno so pokazali v študiji, kjer so preiskovali 176 parov dvojčkov, pri 
čemer sta eden ali oba od dvojčkov storila samomor. Od 176 parov jih je bilo 62 MZ in 
114 DZ. Sedem od 62, oziroma 11,3 %, MZ parov dvojčkov je imelo konkordanco za 
samomor, v primerjavi z dvema od 114, oziroma 1,8 %, DZ parov. Študija dvojčkov, 
dopolnjena s podatki o prisotnih duševnih motnjah in samomorih v družinah dvojčkov je 
pokazala, da se lahko predispozicija za samomorilno vedenje prenaša (deduje) neodvisno 
od duševne motnje. Duševne motnje in stres delujejo kot spodbujevalni mehanizmi, ki 
sprožijo tako vedenje, kar nadalje lahko vodi v samomorilni izid [20].  
Samomorilno vedenje je Schulsinger (l. 1979 ) raziskoval v študiji s 57 posvojenci, ki so 
naredili samomor in 57 posvojenci, ki niso kazali samomorilnega vedenja. Primerjal je 
269 bioloških sorodnikov posvojencev, ki so naredili samomor in 269 bioloških 
sorodnikov posvojencev, ki ga niso. Pri samomorilnih posvojencih je 12 bioloških 





sorodnikov naredilo samomor, medtem ko pri nesamomorilnih posvojencih samo 2. 
Nihče od sorodnikov družin, ki so posvojile, ni naredil samomora. Opažanja tako 
podpirajo genetsko komponento samomora [21, 22].  
V študijah so pokazali, da bi lahko 43 odstotkov samomorilnega vedenja razložili v 
povezavi z dednostjo, 57 odstotkov pa z vplivom okolja [23]. Genetska komponenta lahko 
prispeva k nagnjenosti za samomorilno vedenje, ki se konča s samomorom, ko je presežen 
določen prag. Vprašanje, ki se poraja je, kako lahko ti genetski dejavniki povečajo 
verjetnost, da bo posameznik storil samomor. Način dedovanja je zelo kompleksen in ne 
moremo trditi, da obstaja en sam gen, ki bi vplival na samomor, saj gre pri samomoru za 
več dejavnikov, ki so med seboj prepleteni [14].  
Večina samomorov se zgodi v povezavi z motnjami razpoloženja, osebnostne lastnosti, 
brezizhoden položaj, fizične ali spolne zlorabe v otroštvu, poškodbe glave, nevrološke 
motnje v preteklosti in kajenje pa le še povečujejo tveganje za samomorilno vedenje. 
Psihiatrična diagnoza tako ni zadosten dejavnik tveganja za samomor, kar kaže na 
predispozicijo, ki ni odvisna od duševne motnje [24].  
1.4. Možgani 
 
Možgani so zelo kompleksen organ. V grobem jih lahko razdelimo na velike možgane, 
medmožgane, male možgane in možgansko deblo. Sestavljajo ga celice, med katerimi so 
najpomembnejše nevroni, ki se povezujejo v zapletena omrežja. Poznamo več tipov 
nevronov (motorični, senzorični, internevroni), ki so v osnovi sestavljeni iz treh delov in 
sicer dendrita, telesa celice in aksona [25]. Preko omrežij se informacije lahko prenašajo 
v obliki električnih impulzov ali kemijskih signalov. Možgani informacije zberejo, 
pomnijo, se učijo ter tako oblikujejo predstavo o sebi, zunanjem svetu in o odnosih med 
nami in okoljem. Glede na zbrane informacije se nato na dražljaje odzivamo [26]. 
Aktivnost delovanja možganov lahko spremljamo z različnimi tehnikami slikanja 
možganov, s katerimi merimo in kartografsko predstavimo prostorsko ter časovno 
dimenzijo delovanja možganov. Za merjenje presnovno-žilnih sprememb se najpogosteje 
uporabljajo tehnike PET (pozitronska emisijska tomografija), SPECT (enofotonska 
emisijska računalniška tomografija) in fMR (funkcijsko magnetoresonančno slikanje) 
[27].  





Na sliki 3 so prikazana nekatera možganska področja, amigdala, insula, Brodmannovo 
področje 46 in hipokampus, ki se pojavljajo v študijah samomorilnega vedenja in smo jih 
za analizo izbrali tudi v naši raziskavi.  
 
Slika 3: Shematski prikaz možganskih področij amigdale, hipokampusa, insule in 
Brodmannovega področja 46 [28, 29].  
1.4.1. Amigdala 
 
Amigdala je del možganskega sistema nevronskih mrež, ki preko aktivacije avtonomnega 
živčnega sistema sodeluje pri stresnem odzivu. Stresni odziv je ključen za evolucijo in 
preživetje ter ima pomembno vlogo pri razvoju različnih nevroloških in duševnih 
stanj [30]. Amigdala leži globoko v središču možganov znotraj desnega in levega 
temporalnega režnja. Deluje kot povezovalni člen med čustvi, čustvenim vedenjem in 
mislimi. Signale sprejema iz vseh čutil. Njena stimulacija povzroča intenzivna čustva, kot 
sta agresija in strah [31]. Znano je, da je vključena tako v negativna kot pozitivna 
čustva [32].  
1.4.2. Hipokampus 
 
Hipokampus je kompleksna možganska struktura, ki ima pomembno vlogo pri učenju, 
spominu, prostorski orientaciji in čustvenem vedenju. Fumagalli (l. 2012) je pokazal, da 
je tudi del »moralnih možganov« [33]. Nahaja se globoko v temporalnem režnju. Pogosto 
je najbolj prizadeto območje pri različnih duševnih motnjah. Tako hipokampus kot 
amigdala sta del limbičnega sistema, ki skrbi za uravnavanje lakote, motivacije, spolnega 
nagona, razpoloženja, bolečine, užitka, apetita, spomina itd. Je ena izmed edinstvenih 





regij v možganih, kjer se nevrogeneza nadaljuje tudi v odrasli dobi. Čeprav je čustveno 
vedenje uravnavano predvsem v amigdali, pa ima ta s hipokampusom povratne povezave 
in tako lahko vplivata en na drugega. Hipokampus sprejme nevronske projekcije, ki 
vsebujejo serotoninske, norepinefrinske in dopaminergične nevrone [34].  
1.4.3. Insula 
 
Insula ali insularni reženj je del možganske skorje, ki se nahaja globoko v lateralnem 
(stranskem) sulkusu (velik žleb, ki loči čelni in temenski reženj od temporalnega režnja) 
in je povezana z limbičnim režnjem možganske skorje. Pri ljudeh ima različne vloge kot 
so senzorična in afektivna obdelava podatkov in kognicija na visoki ravni [35]. Klinična 
opažanja potrjujejo hipotezo, da so AIC (angl. anterior insular cortex), skorja sprednjega 
dela insule in srednja insula vključeni v stanja pomanjkanja energije, tesnobo, 
aleksitimijo (težje izražanje in prepoznavanje čustev), depresijo, hrepenenje po drogah, 
motnje hranjenja, motnje vedenja, panične motnje, motnje razpoloženja, post-travmatske 
stresne motnje, shizofrenijo, srčno aritmijo in druge [36]. Pri mladostnikih z motnjo 
vedenja so opazili znatno zmanjšanje obsega sivega dela v bilateralni AIC, kar povezujejo 
s pomanjkanjem empatije in agresivnim vedenjem [37].  
1.4.4. Brodmannovo področje 46 
 
Brodmannovo področje 46 leži na delu dorsolateralne prefontalne skorje. Njegova glavna 
funkcija je obdelava kognitivnih informacij, vključno z delovnim spominom [38].  
1.5.  Serotonergični sistem  
 
Kateholamin, dopamin, adrenalin in noradrenalin ter indolamin serotonin (5-HT) so 
živčni prenašalci, sintetizirani preko tirozina in triptofana v možganih sesalcev in imajo 
vlogo pri razvoju duševnih motenj [39].  
Serotonergični sistem je eden najbolj razširjenih sistemov in eden prvih, ki se je razvil v 
zarodku sesalcev. Serotonergični nevroni izvirajo iz jeder raphe v možganskem deblu in 
tvorijo nevronsko mrežo v ostale predele možganov [40]. Serotonin je ključen za veliko 
možganskih funkcij vključno s spanjem, apetitom, senzorično obdelavo, motorično 
aktivnostjo, kognicijo in čustva [30]. Zmanjšana serotonergična funkcija lahko povzroči 





nespečnost in depresijo, okrepljena serotonergična funkcija pa zmanjšanje apetita in 
izgubo teže [41].  
1.5.1. Serotonin 
 
Serotonin je majhna molekula, ki deluje kot monoaminski živčni prenašalec v OŽS 
(osrednjem živčnem sistemu) in kot hormon v periferiji [42]. Ugotovljena je bila 
povezava med serotoninom in različnimi duševnimi motnjami. Serotoninski transporter 
in številne podvrste serotoninskih receptorjev so tako pogosto tarče terapevtskih 
učinkovin za zdravljenje duševnih in drugih motenj [43].  
Biokemična pot sinteze je sestavljena iz dveh korakov kot je prikazano na sliki 4. 
Serotonin se sintetizira iz nevtralne esencialne aminokisline L-triptofan, ki jo v naravi 
najdemo v prehranskih beljakovinah [44].  
 
Slika 4: Sinteza serotonina. TPH: triptofan hidroksilaza; DDC: dekarboksilaza aromatskih aminokislin; 
5-HT: 5-hidroksitriptamin. 
L-triptofan prehaja krvno-možgansko pregrado s pomočjo transportnih molekul tako, da 
tekmuje za vezavo na transportne molekule z ostalimi večjimi nevtralnimi 
aminokislinami (tirozin, fenilalanin), s čimer je pretok skozi pregrado omejen [44]. V 
prvem koraku poteka hidroksilacija L-triptofana, ki jo katalizira encim TPH (triptofan 
hidroksilaza). V drugem koraku se L-5-HTP (5-hidroksitriptofan) dekarboksilira do 
5-HT. Reakcijo katalizira encim DDC (dekarboksilaza aromatskih aminokislin). Poznani 
sta dve izoformni obliki TPH, in sicer TPH1 in TPH2. TPH1 se večinoma izraža v 
enterokromafinskih celicah črevesja in je odgovorna za sintezo večine serotonina 
prisotnega v krvi, TPH2 pa je specifična za nevrone, ki sintetizirajo serotonin 
(serotonergični nevroni) [42]. Relativna razpolovna doba serotonina v možganih je 





kratka, saj se preko MAO-A (monoamin oksidaza A) ter AD (aldehid dehidrogenaza) 
hitro presnavlja v 5-HIAA (5-hidroksiindolocetno kislino) (slika 5) [45].  
 
Slika 5: Presnova serotonina. 5-HT: 5-hidroksitriptamin; MAO-A: monoamin oksidaza A; AD:  aldehid 
dehidrogenaza; 5-HIAA: 5-hidroksiindolocetna kislina. 
Trombociti, črevesne celice in druge nenevronske celice sintetizirajo več kot 98 % 
celotnega serotonina, ki pa zaradi hidrofilne narave ne prehaja krvno možganske bariere. 
Koncentracija 5-HIAA v cerebrospinalni tekočini tako odraža aktivnost serotonina v 
osrednjem živčnem sistemu [46].  
V OŽS se serotonin lahko procesira na več načinov. Električni impulz sproži nevronsko 
depolarizacijo in serotonin se sprosti iz veziklov v sinaptično špranjo, kjer se nadalje 
lahko veže na postsinaptični serotoninski receptor ali serotoninski avtoreceptor na 
presinaptični membrani. Vezava serotonina na avtoreceptor deluje kot negativna povratna 
zanka za nadaljnje sproščanje serotonina v sinaptično špranjo. Visoko selektiven 
serotoninski transporter (5-HTT, transporter 5-hidroksitriptamina), ki se nahaja na 
presinaptični membrani privzame serotonin iz sinaptične špranje nazaj v presinaptični 
nevron, kjer se shranjuje v vezikle. Metabolizem serotonina poteka s pomočjo encima 
MAO-A v citosolu nevrona. V možganih se serotonin lahko s pomočjo encimov naprej 
pretvarja v melatonin, ki je spodbujevalec spanja [47].  
Vezava serotonina na njegove receptorje sproži vrsto biokemičnih dogodkov, ki 
pretvorijo zunajcelični kemični signal v znotrajcelični signal prejemniške celice. 
Interakcija serotonina z enim od receptorjem lahko stimulira tvorbo majhnih molekul 
znotraj celice, tako imenovane sekundarne prenašalce signala. Ti nato interagirajo z 
drugimi proteini in aktivirajo različne celične funkcije, kot so spremembe v električni 
aktivnosti celice ali aktivnosti določenih genov. Te spremembe lahko inhibirajo ali 
vzbujajo nevrone, ki sprejemajo signale, odvisno od tipa celice (slika 6). Preko teh 
mehanizmov lahko serotonin vpliva na razpoloženjska stanja, vzorce mišljenja in navade, 
kot je pitje alkohola. Serotonin lahko vpliva na sosednje nevrone le za kratek čas. Vsaka 





motnja signala zaradi nepravilnega delovanja serotoninskega transporterja lahko vodi v 
nenormalno možgansko aktivnost in posledično psihološke motnje [48].  
 
 
Slika 6: Sinteza, metabolizem in signalna pot serotonina v možganih. 5-HTP: 
5-hidroksitriptofan, 5-HT:serotonin; MAO-A: monoamin oksidaza A; 5-HIAA: 5-hidroksiindolocetna kislina; 5-HTT: 
serotoninski transporter, 5-HT1B/D (-), 5-HT1A (-), 5-HT7 (+), 5-HT2A.2C (+): serotoninski receptorji; PLC: fosfolipaza C; 
IP3: inozitol 1,4,5-trifosfat; DAG:diacilglicerol; PKC: protein kinaza C; PKA: protein kinaza A; cAMP: ciklični 
adenozin monofosfat; AC: adenilat ciklaza 
1.5.2. Vloga serotonina v krvi 
 
Večina serotonina v krvi se nahaja v trombocitih, njegovo sproščanje pa poveča 
adhezivnost trombocitov, agregacijo in razvoj tromboze. Poleg tega ima pomembno 
vlogo pri vzdrževanju srčno-žilne homeostaze. Na srčno-žilni sistem serotonin vpliva 
tako v vlogi živčnega prenašalca kot v vlogi nevrohormona. Zdravila, ki se uporabljajo 
za zdravljenje motenj v OŽS, bi lahko imela škodljive učinke na normalno delovanje srca 
in ožilja [49].  





1.5.3. Serotoninski transporter 
 
5-HTT je integralni membranski protein, ki prenaša molekulo serotonina iz sinaptične 
špranje v presinaptični nevron in tako v OŽS uravnava serotonergično signaliziranje 
preko transporta serotoninske molekule. Gen SLC6A4 (gen za serotoninski transporter 
angl. solute carrier family 6 member 4), ki zapisuje za 5-HTT, je zapisan na kromosomu 
17 [24].  
Promotorska regija gena SLC6A4, kjer je pogosto prisoten polimorfizem, je znana kot 
5-HTTLPR (angl. serotonin-transporter-linked polymorphic region). Pri ljudeh poznamo 
dve funkcionalni različici 5-HTTLPR, kratek »s« in dolg »l« alel. Alel »s« je povezan z 
zmanjšano transkripcijo in funkcijo prenosa serotonina glede na »l« alel [24]. Lesch 
(l. 1996) je poročal, da je krajša različica 5-HTTLPR povezana s povečanjem 
nevrotičnosti [50].  
V posmrtnih študijah možganov žrtev samomora so pokazali zmanjšano število 5-HTT v 
prefrontalnem korteksu, hipotalamusu in možganskem deblu [51].  
Sindrom odvisnosti od alkohola je povezan z znižano aktivnostjo serotonina v OŽS. 
Povezanost sindroma odvisnosti od alkohola in serotonergičnega sistema je v svoji študiji 
pokazal Sellers (l. 1992) [52]. Pri ljudeh s sindromom odvisnosti od alkohola so poročali 
o spremembah pri privzemu 5-HT. Opazili so, da se raven 5-HT v trombocitih poveča in 
v možganih zniža. Ta opažanja nakazujejo, da so te spremembe povezane z okoljskimi 
pogoji, ki vplivajo na delovanje 5-HTT drugače v periferiji kot v OŽS in ne s prisotnostjo 
S ali L alela promotorja 5-HTT [53]. Prav tako so v posmrtnih študijah pokazali, da je 
gostota 5-HTT v srednjih možganih oseb s sindromom odvisnosti od alkohola znatno 
višja kot pri kontrolnih osebah z enakim SS ali SL genotipom. To potrjuje hipotezo, da 
pitje alkohola lahko vpliva na 5-HTT na posttranskripcijski ravni [52]. V študiji so Caspi 
A. (l. 2003) in sodelavci pokazali, da so posamezniki z eno ali dvema kopijama kratkega 
alela 5-HTTLPR, v primerjavi s posamezniki s homozigotno obliko dolgega alela, kazali 
znake depresije in povečan samomorilni količnik v povezavi s stresnimi življenjskimi 
dogodki [54].  
SSRI (selektivni zaviralec ponovnega privzema serotonina; angl. selective seretonin 
reuptake inhibitors) so antidepresivi, ki jih pogosto predpisujejo za začetno zdravljenje 
depresije in tudi drugih obolenj kot so anksioznost, migrena, obsesivno-kompulzivna 
motnja, motnje hranjenja, kronična bolečina in nekatere hormonsko pogojene motnje. 





SSRI povečajo raven serotonina v možganih tako, da zmanjšajo njegov privzem iz 
sinaptične špranje nazaj v presinaptični nevron preko selektivne inhibicije 5-HTT. Učinek 
antidepresiva je viden šele tedne po začetku terapije, ker povečana raven 5-HT v 
sinaptični špranji aktivira tako postsinaptične kot tudi presinaptične 5-HT receptorje in 
tako močnejši prenos signala v postsinaptični nevron ni takojšen. Ena takih učinkovin, ki 
se pogosto uporablja pri terapiji iz skupine SSRI, je citalopram [55]. Z uporabo SSRI in 
posledično zvišane ravni 5-HT v možganih so učinkovito zmanjšali agresivne izbruhe in 
nasilno vedenje pri duševnih bolnikih [56].  
1.6. Epigenetika 
 
Epigenetika je področje molekularne biologije, ki preučuje spremembe fenotipa 
neodvisno od spremembe genotipa. Nanaša se na deden a hkrati spremenljiv niz procesov, 
ki uravnavajo izražanje genov v različnih vrstah celic in razvojnih obdobjih [57].  
Dandanes je epigenetika področje, ki se zelo hitro in dinamično razvija. Odkriva do sedaj 
neznane vzroke različnih bolezenskih stanj, zakonitosti dedovanja in nove načine 
zdravljenja. Epigenetski markerji se tekom življenja lahko spreminjajo, prenesejo na 
naslednje rodove in tako vplivajo tudi na fenotip potomcev [58].  
Epigenetski mehanizmi vključujejo metilacijo DNA, posttranslacijske histonske 
modifikacije (acetilacija, deacetilacija, fosforilacija, metilacija idr.), preoblikovanje 
kromatina, uravnavanje z nekodirajočo RNA (ncRNA) in urejanje RNA. Delujejo kot 
kontrolni mehanizem za uravnavanje genomske strukture in aktivnosti. Odzivajo se na 
signale celica-celica, celica-okolje in celica-notranjost [57, 59]. Epigenetsko uravnavanje 
je temeljno za mnoge celične procese vključno z izražanjem genov, posttranskripcijsko 
obdelavo in transportom RNA, translacijo, interakcijami DNA-protein, uravnavanje 
retrotranspozonov, celično diferenciacijo, embriogenezo, inaktivacijo X-kromosoma in 
genomskim vtisnjenjem [60].  
1.6.1. Metilacija 
 
Eden od načinov epigenetskega uravnavanja izražanja genov je metilacija DNA. Pri 
preučevanju vedenjskega in socialno čustvenega razvoja pri ljudeh so pokazali, da bi 
lahko metilacija DNA bila potencialni pokazatelj izpostavljenosti stiski in imela vpliv na 
modifikacije serotoninskega sistema [61].  





Metilacija DNA se ohranja preko mitoze in mejoze. Katalitična reakcija kovalentne 
vezave metilne skupine na citozin na mestu 5 (5C) poteče s pomočjo delovanja DNMT 
(DNA-metiltransferaze). Donor metilne skupine je S-adenozilmetionin. Vezava metilne 
skupine spremeni biofizikalne lastnosti DNA, kar vpliva na inhibicijo vezave 
prepoznavnih proteinov oziroma vezavo drugih proteinov. Citozinski ostanki v 
dinukleotidu CG se z delovanjem encimov DNMT pretvorijo v 5-metilcitozin. Pri 
sesalcih poznamo tri DNA-metiltransferaze DNMT1, DNMT3a in DNMT3b. DNMT1 
vzdržuje metilacijski vzorec novo sintetizirane verige pri celični delitvi. DNMT3a in 
DNMT3b sta tako imenovani de novo metiltransferazi in sta pomembni za nastajanje 
metilacijskega vzorca tekom razvoja [62].  
Metilacija DNA ni statična. Vzorec metilacije se lahko spreminja iz metiliranega stanja v 
nemetilirano in obratno. Demetilacija lahko poteka preko aktivnih ali pasivnih 
mehanizmov. Aktivna metilacija DNA se navezuje na encimski proces, ki odstrani ali 
modificira metilno skupino iz 5mC. Encimi družine TET (encimi družine deset-enajst 
translokacija, angl. ten-eleven translocation) lahko preko oksidacije 5-metilcitozina 
demetilirajo DNA. Nasprotno se pasivna metilacija DNA navezuje na izgubo 5mC med 
replikacijo v odsotnosti funkcionalnih mehanizmov vzdrževanja metilacije DNA [63].  
Pri sesalcih se metilacija DNA pogosto pojavlja na citozinskih ostankih, ki jim običajno 
sledi gvanin. Zaporedje citozin-fosfat-gvanin zapisujemo kot CpG. Področja genoma, ki 
vsebujejo veliko ponovitev CpG-dinukleotidov imenujemo CpG-otočki [64]. CpG-otočki 
so  področja daljša od 500 bp in z vsebnostjo več kot 55 % GC-parov ter razmerjem 
CpG-dinukleotidov večjim od 0,65. Najdemo jih v bližini začetnih mest prepisovanja in 
so lahko povezani s promotorskimi regijami [65]. V genomu sesalcev 5mC večinoma 
obstoja v dinukleotih CpG in približno 70-80 % CpG je metiliranih [63].  
Metilacija promotorskih regij z visokim deležem GC je verjetno najbolj direkten 
mehanizem uravnavanja. Visok delež metilacije (hipermetilacija) je povezan z nižjo 
transkripcijsko aktivnostjo in tako z epigenetskim utišanjem. Nasprotno hipometilacija 
DNA spodbuja transkripcijo genov [66].  
Beach in sodelavci (l. 2010) so v svoji študiji na vzorcih nosečnic in posvojencev 
pokazali, da je metilacija DNA SLC6A4 povezana z zlorabo v otroštvu [67]. V študiji o 
prenatalni in postnatalni izpostavljenosti depresiji pri materah so poročali, da je bilo 
povečano depresivno razpoloženje pri nosečnicah v drugem trimesečju povezano z 
zmanjšano metilacijo promotorja SLC6A4 pri materah in dojenčkih [68]. SLC6A4 je 





pomemben biooznačevalec zgodnje izpostavljenosti stiski in kaže, da so prav epigenetski 
mehanizmi tisti, ki pri tem genu igrajo ključno vlogo pri njegovem izražanju [61].  
Rezultati študij metilacije DNA nakazujejo, da je povezana s številnimi duševnimi 
motnjami, kot so velika depresivna motnja, shizofrenija, bipolarna motnja in 
samomorilno vedenje [63, 69, 70, 71].  
 





2. Namen dela in hipoteza 
Namen magistrskega dela je bilo preučevanje epigenetskih modifikacij, natančneje 
metilacije gena za serotoninski transporter SLC6A4 pri žrtvah samomora. Za študij 
metilacije kandidatnega gena za samomorilno vedenje, SLC6A4, smo uporabili 
možgansko tkivo in kri 25 žrtev samomora in 28 kontrolnih oseb. Iz pridobljenih vzorcev 
smo izolirali DNA, jo bisulfitno pretvorili, z verižno reakcijo s polimerazo pomnožili 
tarčni zaporedji, del CpG-otoka, ki je v bližini začetka prepisovanja SLC6A4 
(SLC6A4_1) in področje v bližini CpG-otoka (SLC6A4_2). Z uporabo tehnologije 
sekvenciranja naslednje generacije ter s statističnimi pristopi smo določili stopnjo 
metilacije DNA. Ravni metilacije DNA za SLC6A4 smo določali med različnimi 
možganskimi regijami: amigdalo, insulo, Brodmannovim področjem 46 in 
hipokampusom ter v krvi znotraj skupine žrtev samomora in kontrolne skupine.  
Hipoteza, ki smo si jo postavili je bila, da obstajajo statistično pomembne razlike v ravni 
metilacije DNA SLC6A4 med različnimi možganskimi področji ter v krvi in med 
skupinama žrtev samomora in kontrolnih oseb. 
 
 





3. Materiali in metode 
Eksperimentalni del je potekal na sledeč način: 
 Upraševanje možganskega tkiva. 
 Izolacija DNA. 
 Merjenje koncentracije DNA za izračun volumna DNA potrebnega za bisulfitno 
pretvorbo. 
 Bisulfitna pretvorba DNA. 
 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov. 
 Prvi krog PCR.  
 Agarozna gelska elektroforeza. 
 Čiščenje produktov PCR s paramagnetnimi kroglicami. 
 Merjenje koncentracije produktov PCR. 
 Drugi krog PCR.  
 Agarozna gelska elektroforeza. 
 Čiščenje produktov PCR s paramagnetnimi kroglicami. 
 Merjenje koncentracije produktov PCR. 
 Sekvenciranje naslednje generacije.  
3.1. Preiskovanci 
 
V raziskavo je bilo vključenih 53 oseb moškega spola, od tega jih je 25 naredilo samomor 
z obešanjem, ostalih 28 pa je bilo kontrolnih oseb, ki so umrle zaradi odpovedi srca. 
Osebe so bile stare od 17 do 64 let. Obdukcija je bila opravljena na ISM (Inštitutu za 
sodno medicino) Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, vzorci pa so bili ustrezno 
shranjeni na MCMB (Medicinski center za molekularno biologijo, Inštitut za biokemijo 
in molekularno genetiko Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani). Magistrsko delo je 
bilo odobreno s strani KME (Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko), št. 
dovoljenja 0120-594/2018/9, dne 19. marec 2019.  
Preiskovancem so punktirali vzorec venske krvi ter jim odvzeli vzorce možganskega 
tkiva na predelih hipokampusa, Brodmannovega področja 46, amigdale in insule. Poleg 
podatkov o starosti in PMI (posmrtnem intervalu), smo pridobili tudi podatke o 





toksikoloških analizah krvi (tabela 1). Le-te vključujejo podatke o vsebnosti alkohola in 
drugih možnih psihoaktivnih snoveh prisotnih v krvi. 
Tabela 1: Podatki o preiskovancih. 




Toksikološki podatki krvi 
1 S 38 12 Negativno 
2 S 60 22,5 Negativno 
3 S 39 28 Negativno 
4 S 46 9,5 Negativno 
5 S 54 36,5 Pozitivno na etanol 
6 S 51 15 Pozitivno na etanol, trazodon (antidepresiv) 
(anksiolitik), diazepam (anksiolitik) 
7 S 59 15 Pozitivno na mirtazapin (antidepresiv) 
8 S 58 41,5 Pozitivno na etanol 
9 S 50 12 Pozitivno na etanol 
10 S 59 42 Negativno 
11 S 23 39 Pozitivno na etanol in kokain 
12 S 35 51,5 Pozitivno na etanol 
13 S 32 61 Pozitivno na etanol 
14 S 21 30 Pozitivno na etanol 
15 S 48 40 Pozitivno na bupropion 
16 S 54 23 Negativno 
17 S 39 33 Pozitivno na etanol 
18 S 32 32,25 Negativno 
19 S 46 36 Pozitivno na etanol 
20 S 58 17 Pozitivno na etanol 
21 S 17 36 Pozitivno na etanol 
22 S 30 13 Pozitivno na etanol 
23 S 60 23 Pozitivno na mirtazapin (antidepresiv),citalopram 
(antidepresiv),olanzapin (antipsihotik) 
24 S 29 34,5 Pozitivno na olanzapin (antipsihotik) 
25 S 33 16,5 Negativno 
26 C 51 15 Negativno 
27 C 54 19 Negativno 
28 C 47 12 Negativno 
29 C 55 17 Negativno 
30 C 60 48 Negativno 
31 C 50 20 Pozitivno na etanol 
32 C 45 37 Negativno 
33 C 59 22 Negativno 
34 C 57 28 Negativno 
35 C 52 17 Negativno 
36 C 47 58 Negativno 





37 C 60 54 Negativno 
38 C 59 24 Negativno 
39 C 64 22 ni podatka 
40 C 59 34 Negativno 
41 C 61 18 Negativno 
42 C 50 15 Negativno 
43 C 59 20 Negativno 
44 C 53 25 Negativno 
45 C 33 16 Negativno 
46 C 60 13 Pozitivno na etanol 
47 C 49 59 Pozitiven na biperdin (antipsihotik), karbamazepin 
(antiepileptik), levomepromazin (antipsihotik)in 
klopentiksol (antipsihotik) 
48 C 60 106,3 Pozitivno na etanol 
49 C 64 17 Negativno 
50 C 63 32 Pozitivno na etanol 
51 C 63 23 Pozitivno na etanol 
52 C 57 19 Negativno 
53 C 63 20 Pozitivno na etanol 
S - osebe, ki so storile samomor, C - kontrolne osebe. PMI: posmrtni interval. 
3.2. Upraševanje možganov 
 
Pred izolacijo DNA je bilo možgansko tkivo potrebno uprašiti. To smo naredili s setom 
kovinskih pripravkov, ki so bili ves čas dobro ohlajeni s tekočim dušikom, da se tkivo ne 
bi odtajalo. Set je bil sestavljen iz podstavka, bata in kladiva. Del tkiva smo s pinceto iz 
1,5-ml minicentrifugirke prenesli na podstavek, vstavili bat in previdno udarili s 
kladivom. Napravo smo nato razstavili, uprašene možgane pa prenesli v 3 čiste 
minicentrifugirke. Prva je bila namenjena izolaciji DNA, druga izolaciji RNA, tretja pa 
zalogi za morebitne dodatne analize. 
3.3. Izolacija DNA iz krvi in možganskega tkiva  
 
Iz možganskega tkiva in krvi smo genomsko DNA izolirali s kompletom reagentov 
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Nizozemska).  
 
 





Pri izolaciji DNA smo uporabili naslednje materiale: 
- ATL pufer, 
- AW1 pufer, 
- AW2 pufer, 
- ultra čista voda (elucija), 
- proteinaza K (QIAGEN proteinaza) in 
- 100 % EtOH. 
Za merjenje koncentracije smo uporabili napravo Synergy H4 (BioTek, ZDA). 
Postopek izolacije DNA iz možganskega tkiva: 
1) 0,025 grama uprašenega možganskega tkiva dodamo 180 μL pufra ATL; 
2) dodamo 20 μL proteinaze K in na kratko premešamo na vibracijskemu mešalu; 
3) sledi inkubacija na stresalniku pri 56 °C pri 100 rpm, vmes na kratko premešamo, 
da dobimo homogeno zmes; 
4) kratko centrifugiramo; 
5) dodamo 200 μL pufra AL, katerega prej dobro premešamo; 
6) pulzno mešamo 15 sekund in inkubiramo pri 70 °C 10 minut; 
7) kratko centrifugiramo; 
8) dodamo 200 μL etanola (od 96-% do 100-% čistosti) in pulzno mešamo 15 
sekund; 
9) kratko centrifugiramo; 
10)  raztopino prenesemo na kolono; 
11)  minicentrifugirko centrifugiramo pri 6000 rcf 1 minuto; 
12)  kolono prestavimo v čisto minicentrifugirko in filtrat zavržemo; 
13)  na sredino kolone dodamo 500 μL pufra AW1; 
14)  centrifugiramo pri 6000 rcf 1 minuto; 
15)  kolono prestavimo v čisto minicentrifugirko in filtrat zavržemo; 
16)  na sredino kolone dodamo 500 μL pufra AW2; 
17)  centrifugiramo pri 20 000 rcf 3 minute; 
18)  kolono prestavimo v čisto 2-mL minicentrifugirko, ki ji odrežemo pokrovček in 
filtrat zavržemo; 
19)  centrifugiramo pri 24 000 rcf (oz. pri najvišjih obratih centrifuge) 1 minuto; 
20)  minicentrifugirko zamenjamo s čisto 1,5-mL minicentrifugirko, ki ji odrežemo 
pokrovček in filtrat zavržemo; 
21)  dodamo 200 μL ultra čiste vode, da eluiramo DNA iz kolone in inkubiramo 5 
minut pri sobni temperaturi; 
22)  centrifugiramo pri 6000 rcf 1 minuto; 
23)  filtrat shranimo v posebne minicentrifugirke, ki ne vsebujejo RNaz/DNaz; 
24)  na Synergy H4 (BioTek, ZDA) izmerimo koncentracijo DNA v eluciji 1 in 
določimo razmerje med absorbancami 260/280 nm in 260/230 nm ter 
25)  vzorce označimo in shranimo v hladilnik pri temperaturi 4 °C. 





Postopek izolacije DNA iz krvi: 
1) v 1,5-μL minicentrifugirko odpipetiramo 20 μL proteinaze K; 
2) dodamo 200 μL krvi preiskovanca; 
3) dodamo 200 μL pufra AL in pulzno mešamo 15 sekund; 
4) inkubiramo pri 56°C 10 minut; 
5) dodamo 200 μL etanola (od 96-% do 100-% čistosti) in pulzno mešamo 15 
sekund; 
6) kratko centrifugiramo; 
7) raztopino prenesemo na kolono; 
8) minicentrifugirko centrifugiramo pri 6000 rcf 1 minuto; 
9) spodnji del minicentrifugirke zamenjamo s čisto in filtrat zavržemo; 
10) na sredino kolone dodamo 500 μL pufra AW1; 
11) centrifugiramo pri 6000 rcf 1 minuto; 
12) kolono prestavimo v čisto minicentrifugirko in filtrat zavržemo; 
13) na sredino kolone dodamo 500 μL pufra AW2; 
14) centrifugiramo pri 20 000 rcf 3 minute; 
15) kolono prestavimo v čisto 2-mL minicentrifugirko, ki ji odrežemo pokrovček in 
filtrat zavržemo; 
16) centrifugiramo pri 24 000 rcf (oziroma pri najvišjih obratih centrifuge) 1 minuto; 
17)  minicentrifugirko zamenjamo s čisto 1,5-mL minicentrifugirko, ki ji odrežemo 
pokrovček in filtrat zavržemo; 
18)  dodamo 200 μL ultra čiste vode, da eluiramo DNA iz kolone in inkubiramo 5 
minut pri sobni temperaturi; 
19)  centrifugiramo pri 6000 rcf 1 minuto; 
20)  filtrat shranimo v minicentrifugirko, ki ne vsebujejo RNaz/DNaz; 
21)  na Synergy H4 (BioTek, ZDA) izmerimo koncentracijo DNA v eluciji 1; 
22)  vzorce označimo in shranimo v hladilnik pri temperaturi 4 °C. 
3.4. Bisulfitna pretvorba DNA 
 
Epigenetske spremembe, med katere spada tudi metilacija, imajo ključno vlogo pri 
uravnavanju izražanja genov [72]. Bisulfitna konverzija je tehnika, ki se pogosto 
uporablja za študij metilacije DNA. Pri reakciji pri kateri se uporablja natrijev bisulfit, se 
citozini pretvorijo v uracil, 5-metilcitozini pa se ne spremenijo. Na ta način lahko 
razlikujemo med metiliranimi in nemetiliranimi citozinskimi ostanki in tako dobimo 
informacijo o metiliranih območjih na DNA. Pretvorba do uracila poteka v 3 korakih: 
1) sulfonacija, 2) hidrolitska deaminacija in 3) desulfonacija (slika 7) [73]. Po obdelavi z 
bisulfitom pride do deaminacije nemetiliranih citozinov, ki se pri visokem pH pretvorijo 
v uracile in nadalje med PCR reakcijo z DNA-polimerazo v timine (slika 8) [74].  





Najbolj kritična točka pri reakciji z natrijevim bisulfitom je denaturacija DNA, ki poteka 
pri nizkem pH. Pri tem se nemetilirani citozini deaminirajo. Natrijev bisulfit lahko reagira 
z citozinom samo v ssDNA (enoverižna DNA) obliki, zato je popolna denaturacija 
bistvena za uspešno pretvorbo DNA z bisulfitom [75]. 
 
Slika 7: Kemijska reakcija bisulfitne pretvorbe DNA. Reakcija med natrijevim 
bisulfitom (NaHSO3) in nemetiliranim citozinom vodi do nastanka uracila. Na 
metiliranih citozinih je deaminacija zelo počasna, zato ti po koncu reakcije ostanejo 
nespremenjeni. 
 
V primerjavi z drugimi metodami za določevanje metilacije DNA je bisulfitna pretvorba 
bolj natančna, občutljiva, učinkovita in ima širok spekter vzorcev za analizo. S pretvorbo 
se variabilnost zaporedja zmanjša. Pri reakciji zaradi ostrih pogojev pri reakciji 
deaminacije pride do fragmentacije, kar vodi do nastanka različno dolgih fragmentov 
pretvorjene DNA [74,75].  






Slika 8: Prikaz pretvorbe metiliranih in nemetiliranih citozinov. Po obdelavi z 
bisulfitom se nemetilirani citozini deaminirajo in pri visokem pH pretvorijo v uracile in 
nadalje med PCR reakcijo z DNA-polimerazo v timine. 
Za bisulfitno pretvorbo smo uporabili komplet reagentov EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen, 
Nizozemska). 
Pri bisulfitni pretvorbi DNA smo uporabili naslednje materiale: 
- pufer BW, ki smo mu dodali 30 mL etanola, 
- pufer BD, ki smo mu dodali 27 mL etanola, 
- etanol (od 96-% do 100-% čistosti), 
- 310 μg liofilizirane prenašalne RNA, ki smo jo zmešali s 310 μL vode, ki ne 
vsebuje RNaz, da smo dobili 1 μg/μL raztopine, 
- pufer BL, ki smo mu dodali raztopljeno prenašalno RNA in 
- elucijski pufer EB. 
Postopek bisulfitne pretvorbe po navodilih proizvajalca: 
1) vzorce odtajamo pri sobni temperaturi; 
2) na kratko centrifugiramo bisulfitno mešanico, da se prah poleže; 
3) vsakemu alikvotu dodamo 800 μL vode, ki ne vsebuje RNaz in je priložena h 
kompletu reagentov ter zmešamo, da se popolnoma raztopi; 
4) za 1 minuto prenesemo na termoblok pri 60 °C in nato dobro premešamo na 
vibracijskem mešalu; 
5) v 200-μL minicentrifugirke odpipetiramo vodo, raztopino DNA, bisulfitno 
mešanico in DNA zaščitni pufer (tabela 2); 
 





Tabela 2: Komponente bisulfitne reakcije. 
Komponenta Volumen na reakcijo [μL] 
DNA raztopina (1ng - 2 μg) *Spremenljiv (največ 20) 
Voda, ki ne vsebuje RNaz *Spremenljiv (največ 20) 
Bisulfitna mešanica (že raztopljena) 85 
DNA zaščitni pufer 35 
Končni volumen 140 
* - skupni volumen DNA raztopine in vode, ki ne vsebuje RNaz mora biti 20 μL. 
6) premešamo; pri tem pride do spremembe barve DNA zaščitnega pufra iz zelene 
v modro; 
7) centrifugiramo; 
8) in na cikličnem termostatu izvedemo reakcijo bisulfitne pretvorbe s programom, 
ki je prikazan v tabeli 3: 
Tabela 3: Program in pogoji cikličnega termostata za pomnoževanje.  
Korak Čas [min] Temperatura [°C] 
denaturacija 5 95 
inkubacija 25 60 
denaturacija 5 95 
inkubacija 85 60 
denaturacija 5 95 
inkubacija 175 60 
obdržimo * 20 
* - pretvorjeno DNA lahko v cikličnem termostatu pustimo čez noč brez izgub  
Čiščenje po bisulfitni pretvorbi DNA: 
9) 200-μL minicentrifugirke centrifugiramo in vsebino prenesemo v 1,5-mL 
minicentrifugirko; 
10)  dodamo 560 μL pufra in prenašalne RNA, zmešamo na vibracijskem mešalu in 
centrifugiramo; 
11)  kolono z membrano vstavimo v priloženo 2-mL minicentrifugirko in vanjo 
prenesemo vsebino (kolone shranjujemo v hladilniku); 
12)  centrifugiramo 1 min pri 16 900 rcf; 
13)  filtrat zavržemo, 2-mL minicentrifugirko rahlo potapkamo ob brisačko in kolono 
z membrano vstavimo nazaj; 
14)  dodamo 500 μL pufra BW in kratko centrifugiramo (največ 1 minuto); 
15)  ponovimo korak 13; 
16)  dodamo 500 μL pufra BD in inkubiramo 15 minut pri sobni temperaturi; 
17)  centrifugiramo 1 minuto; 
18)  ponovimo korak 13; 
19)  dodamo 500 μL pufra BW in centrifugiramo 1 minuto; 
20)  ponovimo korak 13; 
21)  dodamo 500 μL pufra BW in centrifugiramo 1 minuto; 





22)  ponovimo korak 13; 
23)  kolono z membrano vstavimo v novo 2-mL minicentrifugirko in centrifugiramo 
1 minuto; 
24)  kolono z membrano prenesemo v novo 2-mL minicentrifugirko, ki smo ji odrezali 
pokrovček; 
25)  sušimo na termobloku 5 minut pri temperaturi 56 °C; 
26)  kolono z membrano prenesemo v novo 2-mL minicentrifugirko, ki smo ji odrezali 
pokrovček; 
27)  dodamo 20 μL pufra EB na sredino membrane; 
28)  centrifugiramo 1 minuto pri 15 000 rcf; 
29)  dodamo 30 μL pufra EB na sredino membrane; 
30)  centrifugiramo 1 minuto pri 15 000 rcf; 
31)  eluat prenesemo v nove 1,5-mL minicentrifugirke, ki ne vsebujejo RNaz in DNaz 
ter 
32)  shranimo v hladilniku za največ 24 ur ali pri -20°C. 
3.5. Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
 
Z uporabo USCS Genome iskalnika v zbirki GRCh37/hg19, februar 2013, smo poiskali 
CpG otoček za željeni gen – SLC6A4. Verzija hg19, je bolje okarakterizirana z vidika 
elementov znotraj genoma v primerjavi z novejšo različico, hg38. Prav tako je veliko 
programskih orodij prilagojenih na to verzijo genoma [75].  
Z orodji v zbirki lahko shematsko prikažemo izbrano zaporedje in pomnožka SLC6A4_1 
in SLC6A4_2, ki so prikazani na sliki 9. 
 
Slika 9: Položaj CpG-otočka v zbirki GRCh37/hg19 v genomskem iskalniku USCS. V 
UCSC Genome iskalniku smo z ustreznimi orodji prikazali položaj CpG-otočka (zelena 
barva), zaporedji pomnožka SLC6A4_1 in SLC6A4_2 (črna barva), gen SLC6A4 
(modra barva) in položaj SLC6A4 na kromosomu (17q11.2). 
Na sliki 10 so prikazani podatki o izbranem CpG iz iskalnika USCS Genome. Na sliki 11 
je prikazano zaporedje CpG-otoka ter 500 bp pred in za zaporedjem. 






Slika 10: Podatki o iskanem tarčnem zaporedju - CpG otoku. 
 
Slika 11: Zaporedje CpG-otoka (podčrtano; zeleno) ter 500 bp pred in za njim. 
V programu Methyl Primer Express v 1.0 (Applied Biosystems, ZDA) smo načrtali ZO 
(začetne oligonukleotide) (slika 12). Program je prilagojen za delo z bisulfitno 
pretvorjeno DNA. 






Slika 12: Konstruiranje začetnih oligonukleotidov s podatki v programu Methyl Primer 
Express v 1.0 (Applied Biosystems, ZDA). 
Ko smo imeli pripravljene ZO, smo s spletnim orodjem BiSearch pogledali kam na 
zaporedju nalegajo. Želeli smo, da se le ti specifično vežejo le na eno mesto. Neželeno je, 
da bi pri PCR nastalo več produktov. Začetne oligonukleotide smo pripravili tako, da niso 
vsebovali CpG-jev in SNP-jev (polimorfizmov posameznih nukleotidov). Poziciji tarčnih 
zaporedij na genomu hg19 sta:  
 SLC6A4_1 (chr17:28562753-28563050 (-),298 bp; 29)* 
 SLC6A4_2 (chr17:28563277-28563552 (-), 276 bp; 7)*  
* Podatki v oklepaju vsebujejo informacijo o poziciji na genomu hg19, dolžini pomnožka brez univerzalnega zaporedja 
in številu vsebovanih CpG. 
Tarčni zaporedji smo pomnožili s paroma smernih in protismernih oligonukleotidnih 
začetnikov, pri čemer smo na 5' dodali univerzalna zaporedja (neodebeljena pisava) dolga 
33 oziroma 34 bp, določena s strani proizvajalca Illumina, ki so potrebna za drugi krog 











Načrtani ZO v smeri 5'-3'so zapisani na sledeč način:  













V programu OligoAnalyzer Tool (Integrated DNA technologies, IDT) smo ZO dodatno 
okarakterizirali z nastavitvijo sledečih parametrov: 
Koncentracija oligonukleotida (smerni/protismerni) : 0,25 μM 
Koncentracija Na+: 50 mM 
Koncentracija Mg2+: 2,5 mM 
dNTP-ji : 0,2 mM 
 
Preverili smo ali Tm (talilna temperatura) in Ta (temperatura prileganja) ustrezata 
pogojem, da je odstotek prisotnih gvaninov in citozinov ustrezen ter izključili možnost 











3.5.1. Zaporedja pomnožkov pred in po bisulfitni pretvorbi 
 
Prvotno zaporedje pomnožka SLC6A4_1 ( chr17:28562753-28563050 (-),298 bp; 29)*: 
*V oklepaju so v sledečem vrstnem redu zapisane pozicija na genomu hg19, dolžina pomnožka brez univerzalnega 














Y označujejo potencialna mesta za metilacijo. 
Prvotno zaporedje pomnožka SLC6A4_2 (chr17:28563277-28563552 (-), 276 bp; 7)*: 
*V oklepaju so v sledečem vrstnem redu zapisane pozicija na genomu hg19, dolžina pomnožka brez univerzalnega 





















Y označujejo potencialna mesta za metilacijo. 
3.6. Prvi krog PCR 
 
V prvem krogu pomnoževanja smo z načrtanimi začetnimi oligonukleotidi pomnožili del 
gena, ki smo ga želeli preučiti. Na 5’ smo dodali unikatni zaporedji dolgi 33 in 34 baz 
(slika 13): 
5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3' za smerni začetni 
oligonukleotid  
5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG3' za protismerni 
začetni oligonukleotid.  
Preko teh zaporedij smo v drugem krogu pomnoževanja dodali zaporedji i5 in i7 potrebni 





Slika 13: Prvi korak pomnoževanja tarčnega zaporedja s PCR. 
V tabeli 4 je predstavljen PCR-program prvega kroga pomnoževanja pomnožka 
SLC6A4_1. Z optimizacijo PCR smo določili najprimernejšo temperaturo prileganja in 





število ciklov, 54 °C in 38 ciklov. V tabeli 5 je predstavljen PCR-program prvega kroga 
pomnoževanja pomnožka SLC6A4_2. Z optimizacijo PCR smo določili najprimernejšo 
temperaturo prileganja in število ciklov, 52 °C in 38 ciklov.  
Za prvi krog pomnoževanja smo uporabili KAPA HiFi HotStart Uracil + ReadyMix 
(Roche, ZDA). Izbrani set vsebuje DNA-polimerazo, pufer in 0,2 Mm dNTP-je. Izbrana 
polimeraza je prilagojena za delo z bisulfitno pretvorjeno DNA, ki je neodvisna od deleža 
GC parov v izbranem zaporedju in je sestavljena iz večjega števila uracilov. 
Tabela 4: PCR-program prvega kroga pomnoževanja pomnožka SLC6A4_1. 
Program Temperatura [°C] Čas [s] število ciklov 
Začetna denaturacija 95 300 1 
Denaturacija 98 30  
Prileganje* 54 15 38 
Pomnoževanje 72 15  
Pomnoževanje 72 60 1 
Inkubacija 4 ~  
Tabela 5: PCR-program prvega kroga pomnoževanja pomnožka SLC6A4_2. 
Program Temperatura [°C] Čas [s] število ciklov 
Začetna denaturacija 95 300 1 
Denaturacija 98 30  
Prileganje* 52 15 38 
Pomnoževanje 72 15  
Pomnoževanje 72 60 1 
Inkubacija 4 ~  
* - S predhodno optimizacijo smo določili najprimernejšo temperaturo prileganja in število ciklov. To smo naredili 
tako, da smo PCR-produkte pridobljene pri različnih temperaturah prileganja nanesli na 2-% agarozni gel. Na podlagi 
lis smo izbrali tiste pogoje pri katerih je bila jakost lise ustrezna in je bilo manjše število nespecifičnih produktov. 
3.7. Agarozna gelska elektroforeza 
 
Pokazali so, da je AGE (agarozna gelska elektroforeza) učinkovit način za ločevanje 
DNA (in RNA) fragmentov velikosti med 100 bp in 25 kbp. Pri metodi negativno nabito 
fosfatno ogrodje DNA v električnem polju potuje proti pozitivno nabiti anodi. Potovanje 
poteka različno hitro glede na vrsto agaroze, koncentracijo gela, velikost in strukturo 
molekule, barvila, napetosti in vrste pufra, ki ga uporabljamo pri elektroforezi. Molekule 
z manjšo molekulsko maso bodo potovale hitreje. Hitrost potovanja molekul je odvisna 
tudi od velikosti por v matriksu gela. V splošnem velja, da večja kot je koncentracija 
agaroze, manjša je velikost por. Za nanašanje na gel se uporablja nanašalni pufer. V pufru 
je glicerol, ki omogoča lažje nanašanje, saj povečuje gostoto in vzorci potonejo na dno 





žepka. Barvili v pufru, ki potujeta različno hitro omogočata, da lahko ocenimo kdaj je 
ločba končana. Ker fragmenti niso obarvani uporabimo EtBr (etidijev bromid), ki se 
interkalira med bazne pare. Tako lahko z UV svetlobo vzbudimo aromatske elektrone v 
strukturi etidijevega bromida, ki ob prehodu v osnovno stanje oddajo svetlobo. Rezultate 
lahko posnamemo. S pomočjo lestvice, ki smo jo nanesli na rob gela lahko določimo 
velikost fragmentov [76, 77].  
3.7.1. Priprava 2-odstotnega agaroznega gela 
 
Za pripravo 2-% agaroznega gela (4 geli) smo v erlenmajerico zatehtali približno 7,5 g 
agaroze in dodali 375 mL pufra 1-kratni TBE (tris/borat/EDTA). Vse skupaj smo dobro 
premešali in si zabeležili težo. V mikrovalovni pečici smo zmes segrevali toliko časa, da 
se je vsa agaroza raztopila. Vmes smo večkrat premešali. Erlenmajerico smo ponovno 
stehtali in primanjkljaj mase zaradi izhlapevanja pufra nadomestili z destilirano vodo. 
Erlenmajerico smo postavili v digestorij in počakali, da se je raztopina nekoliko ohladila. 
Dodali smo približno 12 μL EtBr, parkrat premešali in vlili v predhodno pripravljeno 
kadičko z glavnički. Po 30 minutah, ko se je gel strdil, smo odstranili glavničke in gele 
shranili v hladilniku pri 4 °C do uporabe. 
3.7.2. Nanos na elektroforezo 
 
Predhodno pripravljen gel smo postavili v kadičko za elektroforezo in ga prelili s pufrom 
TBE, da so bili žepki prekriti. Na parafilmu smo s pipetiranjem zmešali 1,5 μL 
nanašalnega pufra (Termo Scientific DNA Gel Loading Dye (6x), TermoFisher 
Scientific, ZDA) s 4 μL vzorca in nato odpipetirali v žepke gela. V prvi žepek smo nanesli 
standardno lestvico (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, TermoFisher Scientific, ZDA) tako, 
da smo zmešali 1,5 μL pufra, 0,3 μL lestvice in 3,7 μL vode. Po nanosu na gel smo zaprli 
pokrov, ga priklopili na anodo in katodo ter pustili teči pri 100 V približno 20 min. 
Po PCR reakciji z AGE preverimo nastanek in velikost fragmentov. Želeli smo pokazati 
uspešnost (oz. neuspešnost) nastanka produktov z željeno velikostjo. 
 
 





3.8. Čiščenje s paramagnetnimi kroglicami 
 
Po PCR smo produkte očistili z uporabo paramagnetnih kroglic (slika 14). Uporabili smo 
komercialni komplet AMPure XP (Beckman Colulter, ZDA). Pri metodi SPRI (obratna 
imobilizacija s trdno fazo; angl. solid-phase reversible imobilization) se uporabljajo 
paramagnetne kroglice, ki selektivno vežejo nukleinske kisline glede na tip in velikost. 
Na ta način smo odstranili možne ostanke dNTP-jev, soli, začetnih oligonukleotidov in 
dimere po PCR. Paramagnetne kroglice lahko reverzibilno vežejo fragmente dolge 100 bp 
ali več, odvisno od volumskega razmerja med vzorcem in kroglicami [78].  
 
Slika 14: Shematski prikaz čiščenja fragmenotv DNA s paramagnetnimi kroglicami. 
Od razmerja je torej odvisno kako veliki fragmenti se bodo vezali na kroglice. Ker nam 
razmerje, ki ga je določal proizvajalec (100 bp) ni ustrezalo, smo morali določiti svoje 
razmerje in ga optimizirati. Dolžina naših fragmentov je bila približno 200 bp. Uporabili 
smo razmerje vzorec : kroglice = 1 : 0,8 [78].  
Pri čiščenju s paramagnetnimi kroglicami smo uporabili naslednje materiale: 
- AMPure XP, 
- 80 % etanol, 
- 1-kratni TE pufer (elucijski pufer). 
Produkte smo s pomočjo magnetnega stojala očistili na ploščah z U-dnom. 
Postopek čiščenja: 
 
1) Pripravimo 80-% etanol (200 μL / vzorec) in AMPure temperiramo pri sobni 
temperaturi;  
2) pomnožke 30 sekund centrifugiramo pri 900 rcf;  
3) AMPure stekleničko mešamo, da se paramagnetne kroglice resuspendirajo; 
4) v U-ploščo s 96 luknjicami odpipetiramo 16 μL kroglic; 
5) dodamo 20 μL vzorca ter premešamo s pipetiranjem do homogene raztopine 
(uporaba filter tipsov); 





6) pri sobni temperaturi inkubiramo 10 minut; 
7) ploščo postavimo na magnetno stojalo in 5 min inkubiramo pri sobni temperaturi, 
da se kroglice z vezanimi fragmenti zberejo na dnu (ali ob robu v obliki prstana 
odvisno od oblike magnetnega stojala), raztopina pa postane prozorna; 
8) ploščo držimo na magnetnem stojalu in prozorno raztopino – supernatant, 
previdno odpipetiramo tako, da ne premikamo magnetkov; 
9) ploščo postavimo iz magnetnega stojala in dodamo 100 μL 80-% etanola; 
10)  s tapkanjem premešamo raztopino, da se pelet čimbolj resuspendira; 
11)  ploščo postavimo na magnetno stojalo in inkubiramo 1 minuto in nato previdno 
odstranimo supernatant, da ne premikamo kroglic; 
12)  ponovimo postopek spiranja s 100 μL 80-% etanola; 
13)  tapkamo, da premešamo raztopino in pelet čimbolj resuspendiramo; 
14)  ponovno postavimo na magnetno mešalo in inkubiramo 1 minuto; 
15)  ko je plošča še vedno na magnetnem mešalu čimbolj odstranimo supernatant; 
16)  ploščo na magnetnem mešalu sušimo pri sobni temperaturi dokler se peleti ne 
posušijo, približno 5 - 10 minut; 
17)  dodamo 20 μL elucijskega pufra in odstranimo ploščo iz stojala; 
18)  tapkamo, da se peleti resuspendirajo; 
19)  s ploščo krožimo po magnetnem stojalu, da se skupki peletov porušijo; 
20)  ploščo potapkamo, da se vsi peleti dispergirajo in tako povečamo učinkovitost 
elucije produktov; 
21)  ponovno postavimo na magnetno stojalo in inkubiramo 2 minuti, da se kroglice 
ločijo od eluiranih produktov v raztopini; 
22)  supernatant prenesemo v novo ploščo ter 
23)  ploščo zalepimo in shranimo pri -20°C. 
3.9. Kvantifikacija nukleinskih kislin 
 
Natančna količina nukleinske kisline, njena koncentracija in čistost so ključne za pripravo 
NGS (sekvenciranje naslednje generacije; angl. next generation sequencing) knjižnice in 
uspešen potek sekvenciranja.  
Količino nukleinskih kislin DNA/RNA pogosto določamo z merjenjem absorbance pri 
valovni dolžini 260 nm z UV-Vis spektrofotometrom. Nadalje koncentracijo 
preračunamo po Beer-Lambertovem zakonu. Z dodatnim merjenjem pri valovnih dožinah 
230 nm, 280 nm in 320 nm ter izračunanimi razmerji 260/230 nm, 260/280 nm in 
260/320 nm pa lahko ovrednotimo čistost vzorcev. Iz preračunanih razmerij in 
absorbančnih spektrov (slika 15) lahko določimo ali so v raztopini vzorcev prisotni celični 
ostanki, kot so proteini in molekule sladkorjev ter ostanki reagentov, soli ali fenolov, ki 
se uporabljajo za čiščenje. Prednosti te metode je preprosta in hitra izvedba. Metoda 
omogoča merjenje zelo majhne količine (μL) in posledično prihranek izhodnega 





materiala. Pomanjkljivosti metode so meja zaznavnosti in nizka občutljivost v območju 
 ̴približno 1μg/mL dsDNA. Tako je potrebno vzorce pred meritvijo koncentrirati, kar 
predstavlja dodatne možnosti napak in izgube vzorcev [79, 80].  
Slika 15: Absorbcijski spektri raztopin DNA, proteinov in sladkorjev. Na levi sliki 
vidimo, da imajo vse nukleinske kisline največjo absorbanco pri 260 nm in jih tako 
težko ločimo z uporabo fotometričnih metod. Na desni sliki lahko z različnimi 
absorbančnimi spektri določamo prisotnost proteinov, sladkorjev ter možnih ostankov 
reagentov v vzorcu in sklepamo o čistosti vzorca [79].  
Druga metoda za merjenje koncentracije temelji na uporabi fluorescentnih barvil, ki se 
vežejo na molekulo (nukleinsko kislino). Kompleks barvilo-molekula po vzbujanju s 
svetlobo določene valovne dolžine (odvisno od barvila) oddaja svetlobo daljše valovne 
dolžine (slika 16). Intenziteta fluorescenčnega signala je odvisna od količine nukleinske 
kisline. Prednost te metode je zelo visoka občutljivost, ki je pri uporabi barvila PicoGreen 
(PG) 1000-krat večja v primerjavi z merjenjem absorbance. Tako je kvantifikacija 
vzorcev z zelo nizko koncentracijo zelo natančno določena. Prednost te metode je, da je 
potrebna količina vzorca zelo majhna, barvila pa se zelo specifično vežejo na točno 
določene molekule. Detekcija nukleinskih kislin s fluorescenco je posredna metoda in 
zahteva pripravo standardne krivulje. Tako vzorci kot standardi morajo biti pripravljeni s 
fluorescentnim barvilom [79].  
 






Slika 16: Prikaz določanja koncentracije vzorcev s fluorescenco. Če koncentracijo 
vzorca določamo s fluorescenco, vzorec izpostavimo svetlobi določene valovne dolžine. 
Svetloba se najprej absorbira, vzbujeni elektroni fluorofora pa se nazaj v stabilno 
energijsko stanje ne vrnejo direktno. Elektron se vrača v prvotno energijsko stanje preko 
vmesnega stanja pri čemer odda svetlobo v obliki fluorescence. Valovna dolžina EM, 
emitirane(oddane) svetlobe, je vedno daljša kot tista EX, s katero vzbujamo 
elektrone [79].  
Ker s to metodo ne moremo sklepati o čistosti naše raztopine, je priporočljiva kombinacija 
obeh zgoraj naštetih metod merjenja absorbance in fluorescence [81].  
3.9.1. Merjenje koncentracije z barvilom PicoGreen in priprava 
ekvimolarne knjižnice produktov PCR 
 
Za merjenje koncentracije po prvem in drugem krogu PCR smo uporabili komplet 
reagentov Quant-It PicoGreen dsDNA (Thermo Scientific, ZDA). PG je ultraobčutljivo 
fluorescentno barvilo, ki se zaradi specifične vezave na dsDNA uporablja za 
kvantifikacijo dvoverižne DNA v raztopini. Absorbanco barvila merimo pri 260 nm 
(A260). Uporaba PG omogoča, da lahko kvantitativno določimo količine že od 25 pg/mL 
dsDNA z uporabo standardnih spektrofluorometrov [82]. Zaradi specifične vezave 
barvila na dsDNA, onesnaženji kot sta sol in proteini ne dajeta neželjenih povišanih 
odčitkov. Prav tako lahko praktično eliminiramo vpliv ssDNA in RNA na rezultate [80].  
V črne ploščice s 96 vdolbinicami z ravnim dnom (Greiner, Avstrija) smo nanesli 6 
standardov z znano koncentracijo od 1,5 - 100 ng/μL in vzorce, dodali PG in fluorescenco 
pomerili na Synergy H4 (BioTek, ZDA).  
Pri merjenju koncentracije z barvilom PG smo uporabili naslednje materiale: 
- Quant-It PicoGreen dsDNA (zaščiten pred svetlobo); 
- 20-kratni TE; 
- Lambda DNA standard (100 ng/μl); 





- Vodo, ki ne vsebuje DNaz/RNaz in 
- ddH2O. 
Pri merjenju koncentracije z barvilom PG smo uporabili napravo Synergy H4 (BioTek, 
ZDA) in računalniški program Gen 5.2.09. 
Postopek merjenja koncentracije: 
1) Z redčenjem 20-kratnega TE, ki je bil priložen k setu reagentov z vodo pripravimo 
1-kratni TE; 
2) 200-krat redčeni PG pripravimo iz predhodno pripravljenega 1-kratni TE; 
3) Priprava umeritvene krivulje:  
- iz seta reagentov DNA standard temperiramo na sobno temperaturo; 
- v prvo minicentrifugirko odpipetiramo 118,8 μL 1-kratni TE, v ostale 
minicentrifugirke pa 60 μL; 
- iz 1 v 2 minicentrifugirko prenesemo 60 μL in mešamo 10 sekund; 
- iz 2 v 3 minicentrifugirko prenesemo 60 μL in mešamo 10 sekund; 
- iz 3 v 4 minicentrifugirko prenesemo 60 μL in mešamo 10 sekund; 
- iz 4 v 5 minicentrifugirko prenesemo 60 μL in mešamo 10 sekund; 
- iz 5 v 6 minicentrifugirko prenesemo 60 μL in mešamo 10 sekund; 
4) v stolpce za vzorce odpipetiramo 49,5 μL 1-kratnega TE in dodamo 0,5 μL 
pomnožkov in dobro premešamo s pipetiranjem; 
5)  v stolpce za standard odpipetiramo 50 μL standarda; 
6) nato v vse stolpce dodamo 50 μL PG in s pipetiranjem premešamo ter 
7) pomerimo in interpretiramo rezultate. 
Za izračun končne koncentracije smo morali upoštevati 200-kratno redčitev. Glede na 
linearno umeritveno krivuljo, ki smo jo pripravili z DNA standardom smo preračunali 
koncentracije produktov. 










 × 106 = 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣 𝑛𝑀 
Glede na izračunane koncentracije pomnožkov, smo za pripravo ekvimolarne knjižnice 
za vsako osebo združili vse njene pomnožke (torej vse štiri možganske regije in kri za 
obe preiskovani regiji SLC6A4) in tako dobili končno 12 nM knjižnico. 
 
 





3.10. Drugi krog PCR 
 
Za pripravo ekvimolarnih knjižnic vseh 265 vzorcev (53 preiskovancev in 5 tkivnih regij), 
ki je bila sestavljena iz enakega razmerja pomnožkov vseh oseb in regij, smo uporabili 
komercialno dostopne oligonukleotide Ilumina Nextera XT v2 index set A in D (Ilumina, 
ZDA) [83].  
Pri strategiji označevanja z dvema indeksoma je vsak indeks sestavljen iz 8 baz. Indeks 1 
(i7) se vnese pred zaporedje P7 in indeks 2 (i5) pred zaporedje P5 pri vseh vzorcih. 
Unikatni zaporedji P7 in P5 sta komplementarni oligonukleotidom pritrjenim na pretočni 
celici in sta potrebni za sekvenciranje s tehnologijo Ilumina. Set, ki smo ga uporabili za 
naš eksperiment vsebuje 12 različnih indeksov 1 (i7) in 8 različnih indeksov 2 (i5) (slika 
17). Tako lahko označimo 384 različnih vzorcev, jih združimo in sočasno sekvenciramo 
[84]. Končna pričakovana dolžina pomnožkov drugega kroga pomnoževanja s PCR je 
bila za SLC6A4_1 463 bp in 441 bp za pomnožek SLC6A4_2. V tabeli 6 je prikazana 
priprava reakcijske mešanice in v tabeli 7 program PCR drugega kroga pomnoževanja. 
Enako kot po prvem krogu pomnoževanja smo uspešnost pomnoževanja preverili na 2-
odstotnem AGE (poglavje 3.7), pomnožke očistili s paramagnetnimi kroglicami (poglavje 
3.8) ter določili koncentracijo nukleinske kisline v vzorcu (poglavje 3.9). Za drugi krog 
pomnoževanja smo uporabili KAPA HiFi HotStart Uracil + ReadyMix (Roche, ZDA). 
Izbrani set vsebuje DNA-polimerazo, pufer in 0,2 Mm dNTP-je. Izbrana polimeraza je 
prilagojena za delo z bisulfitno pretvorjeno DNA, ki je neodvisna od deleža GC parov v 
izbranem zaporedju in je sestavljena iz večjega števila uracilov.  






Slika 17: Drugi krog pomnoževanja s PCR za dodajanje zaporedij potrebnih za 
sekvenciranje s tehnologijo Ilumina. 
Tabela 6: Priprava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s polimerazo. 
Reagenti Količina za 1 vzorec [μL] 
2x KAPA HiFi ready mix  25  
ZO R 1 μM 5  
ZO F 1μM 5  
Ultra čista voda 13  
Ekvimolarna združena DNA (4 ng) 2  
            ∑ 50 μL 
ZO = začetni oligonukleotid, R = protismerni, F = smerni 
 
Tabela 7: PCR program drugega kroga pomnoževanja za dodajanje zaporedij potrebnih 
za sekvenciranje s tehnologijo Ilumina. 
Program Temperatura [°C] Čas [s] število ciklov 
Začetna denaturacija 98 45 1 
Denaturacija 98 15  
Prileganje 55 30 10 
Pomnoževanje 72 30  
Pomnoževanje 72 60 1 
Inkubacija 4 ~  
Po koncu drugega kroga PCR smo pomnožkom določili koncentracijo in z ekvimolarno 
združitvijo vseh vzorcev pripravili končno 40 nM knjižnico.  
 





3.11. Sekvenciranje naslednje generacije 
 
NGS je visoko zmogljiva metoda sekvenciranja, ki omogoča določanje zaporedja DNA 
in RNA veliko hitreje in ceneje kot druge metode [85].  
V splošnem je ozadje tehnologije NGS podobno sekvenciranju s kapilarno elektroforezo 
po Sangerju, kjer DNA-polimeraza katalizira vgradnjo fluorescentno označenih 
dNTP-jev v procesu sinteze komplementarne verige DNA. Ko se tako označen nukleotid 
veže na ssDNA pride do vzbujanja fluorofora in tako določimo nukleotid. Glavna razlika 
med njima je, da pri NGS sočasno sekvenciramo milijone kopij fragmenta. Prednost 
slednjega je visoka natančnost, zmanjšanje števila napak in visok odstotek prebranih baz 
nad Q30, kar pomeni, da je toleranca 1 napačna baza na 1000 odčitkov [83, 86].  
3.11.1. Sekvenciranje z MiniSeq po principu »sekvenciranja s sintezo« 
 
SBS (sekvenciranje s sintezo, angl. sequencing by Synthesis) zahteva štiri glavne korake: 
pripravo vzorcev, generiranje klastrov (gruč), sekvenciranje in analizo podatkov. Pri SBS 
se kemično spremenjeni nukleotidi komplementarno vežejo na svoja mesta na matrični 
verigi DNA. Vsak nukleotid vsebuje fluorescenčno oznako in reverzibilni terminator, ki 
prepreči dodajanje naslednje baze. Fluorescenčni signal omogoča prepoznavanje 
dodanega nukleotida. Ko se terminator odcepi, se lahko veže naslednja baza [86].  
S prvim in drugim krogom pomnoževanja s PCR smo pomnožkom tarčnih zaporedij po 
bisulfitni pretvorbi na konce dodali adaptorska zaporedja (P5 in P7), ki omogočajo 
vezavo na oligonukleotide pritrjene na pretočni celici in unikatna zaporedja - indekse za 
razlikovanje med knjižnicami tekom analize podatkov. Tako lahko več knjižnic združimo 
skupaj in sočasno sekvenciramo. Za sekvenciranje knjižnice smo uporabili napravo 
MiniSeq (Ilumina, ZDA) in 2-kanalno tehnologijo SBS, s katero pridobimo podatke 
hitreje in enake kakovosti, kot bi jih pridobili z izvorno 4-kanalno tehnologijo. Glavna 
razlika (slika 18) je, da pri 4-kanalni SBS uporabljamo za vsako bazo drugo fluorescenčno 
barvilo, pri 2-kanalni pa samo 2 barvili [86, 87].  
Slike se posnamejo s filtri rdečih in zelenih pasov. dNTT je označen z zelenim 
fluoroforom, dNTC z rdečim fluoroforom, dNTA z rdečim in zelenim fluoroforom, 
dNTG pa so permanentno temni. Fluorofor je kemična spojina, ki fluorescira, če jo 
spodbudimo s svetlobo določene valovne dolžine [86, 87].  






Slika 18: Razlika med 4-kanalno in 2-kanalno kemijo SBS. Pri 4-kanalni SBS 
uporabljamo za vsako bazo drugo fluorescenčno barvilo, pri 2-kanalni pa samo 2 
barvili.  
Pripravljene knjižnice se naložijo na stekleno pretočno celico, kjer se molekule DNA 
izotermno pomnožujejo v procesu kreiranja gruč, pri čemer nastane več milijonov kopij 
ssDNA. Pretočna celica predstavlja skupek fizično ločenih linij. Vsaka linija je prekrita z 
gručami specifičnih oligonukleotidov, ki so komplementarni adapterskim zaporedjem 
smernih in protismernim pomnožkov. Enoverižni fragmenti DNA se s hibridizacijo 
naključno vežejo na komplementarne oligonukleotide, pritrjene na površino kanalov 
pretočne celice. DNA-polimeraza v smeri 5'-3' sintetizira drugo verigo, da nastane 
dsDNA. Ta se denaturira, izvorno zaporedje se odstrani, novonastala veriga pa se klonsko 
pomnoži preko mostovne povezave na drugi tip oligonukleotida, vezanega na pretočno 
celico, da nastane protismerno zaporedje DNA. Z denaturacijo tako nastaneta smerno in 
protismerno zaporedje. S ponavljanjem sočasno nastane več milijonov klastrov. 
Protismerna zaporedja se odstranijo tako, da na pretočni celici ostanejo vezana samo 
smerna zaporedja [87].  
Sledi sekvenciranje, za katerega smo uporabili set reagentov za obojestransko odčitavanje 
(angl. paired-end reads). Zaporedje posameznega fragmenta DNA je določeno iz obeh 
koncev molekule, 150 bp iz smerne in 150 bp iz protismerne smeri. Na sliki 19 so 
prikazana mesta prileganja začetnih oligonukleotidov in stanja začetka sekvenciranja. V 
vrstnem redu si sledijo prvo branje (1), indeks 1 (i7), indeks 2 (i5), drugo branje 
(2) [86, 88].  
 






Slika 19: Obojestransko odčitavanje z uporabo dvojnega označevanja 
(obratni komplement) pri SBS [88].  
 
Po protokolu za uporabo SBS reagentov [88]:  
1) Sekvenčni ZO1 se med tvorjenjem gruč prilega na svoje komplementarno 
zaporedje na DNA.  
2) Po koncu sekvenciranja se nastali odčitek 1 odstrani in veže ZO2 za odčitek 
indeksa i7 na komplementarno zaporedje istega fragmenta DNA.  
3) Nastali produkt odčitka indeksa 1 se odstrani. Po prebrani smerni verigi DNA se 
enak postopek ponovi še za protismerno verigo. Izvorno zaporedje DNA se 
uporabi za obnovitev protismerne verige, nato pa se odstrani, da se lahko na 
protismerno verigo zdaj veže ZO1 potreben za odčitek indeksa 2.  
4)  Odčitek indeksa 2 se odstrani in veže ZO2 za odčitek 2. 
Zaporedja adaptorjev na 5' tako ne sekvenciramo. V primeru, da bi se sekvenciranje 
podaljšalo v adaptorsko zaporedje, bi to zaznali na 3', s programskimi orodji ustrezno 
izrezali ter se izognili neželenemu prileganju na referenčni genom [86].  
 





3.11.2. Priprava končne knjižnice in nanos na kartušo 
 
Priprava knjižnice je ključna za uspešen potek NGS. Priprava vzorcev DNA mora biti 
skladna s proizvajalčevimi zahtevami.  
Za pripravo knjižnice smo uporabili komplet reagentov MiniSeq Mid Output Kit 
(Ilumina, ZDA) [86].  
PhiX služi kot notranja kontrola za manj raznolike knjižnice, kot je naša. Zaradi 
nemetiliranih citozinov, ki se tekom bisulfitne pretvorbe DNA pretvorijo v timine, se 
zniža diverziteta knjižnice. Ker je bila raznolikost zaporedij manjša in bi tako lahko bila 
uspešnost sekvenciranja manj uspešna, smo dodali več PhiX. NaOH je potreben za 
denaturacijo knjižnice, hibridizacijski pufer pa smo uporabili za redčenje knjižnice. 
Postopek priprave knjižnice: 
1) Z resuspenzijskim pufrom (10 mM Tris pH 8.5 ) 40 nM knjižnico redčimo do 1 
nM; 
2) nato 5 μL 1nM knjižnice denaturiramo s 5 μL 0,1 M NaOH; 
3) nevtraliziramo s 5 μL 200 mM Tris-HCl; 
4) dodamo 985 μL hibridizacijskega pufra (HT1) in tako redčimo knjižnico na 5 pM 
in nato do končne koncentracije 1,3 pM; 
5) hkrati pripravimo kontrolni PhiX do končne koncentracije 1,3 pM.  
500 μL 1,3 pM knjižnice, ki je vsebovala 30 % PhiX smo nanesli na kartušo. Končna 
mešanica mora vsebovati najmanj 5 % PhiX (po navodilih proizvajalca Ilumina, ZDA).  
3.12. Statistična analiza 
 
Po koncu sekvenciranja inštrument z vgrajenim programskim orodjem identificira 
nukleotide s procesom, ki mu pravimo bazni klic in predvidi natančnost baznih klicev. Iz 
sekvenatorja smo za vsakega preiskovanca posebej pridobili fastq datoteko (štirivrstična 
datoteka). Podatke smo najprej bioinformatsko obdelali, da smo zmanjšali možnost napak 
in pridobili čim bolj kvalitetne podatke, ki smo jih nato uporabili za statistično analizo. 
FastQC orodje nam omogoča opredelitev kakovosti podatkov prebranih baz vsakega 
odčitka. Za oceno natančnosti platform za sekvenciranje se uporabljajo Phred Q vrednosti 
pridobljene po enačbi 2. Logaritemska lestvica prikazana v tabeli 8 nam pove, kolikšna 
je verjetnost, da pri sekvenciranju pride do napake določitve baze [89,90].  





 Enačba 2: 𝑄 =  −10 𝑙𝑜𝑔10 𝑃 
Tabela 8: Povezava med Phred Q vrednostmi z verjetnostjo napake pri sekvenciranju [89].  
Phred ocena kakovosti Verjetnost napačnih baz Natančnost določitve baze [%] 
10 1 od 10 90 
20 1 od 100 99 
30 1 od 1000 99.9 
40 1 od 10.000 99.99 
50 1 od 100.000 99.999 
 
Nadalje je bila potrebna obdelava z orodjem Trim galore. Orodje omogoča odstranitev 
nizko kvalitetnih baz in možnih ostankov adaptorjev, prilagojenih za delo s tehnologijo 
Illumina. Tako povečamo učinkovitost naleganja na genom, katerega smo izvedli z 
orodjem Bismark, ki je prilagojen za bisulfitno pretvorjeno DNA. Odčitke smo nalegali 
na hg19. Grafično smo prileganje na genom prikazali z BAM (angl. binery alignment 
map) ter vrednosti označili s SAMtools orodji. Ko smo imeli podatke prilegane na genom, 
je sledila statistična analiza.  
Za vsako osebo smo pridobili tabelarične podatke o številu citozinov in primerjali med 
samomori in kontrolnimi skupinami. Negativne vrednosti so pri žrtvah samomora 
predstavljale nižjo metilacijo glede na kontrolno skupino in obratno pozitivne vrednosti 
višjo metilacijo. Želeli smo določiti statistično pomembne DMC (diferenčno metilirane 
citozine; angl. differential methylated cytosines). Da statistično značilne razlike obstajajo 
smo pokazali s p- oziroma q-vrednostmi, s katerimi ovrednotimo stopnjo značilnosti. 
Pogoj je bil, da so bile razlike v metilaciji med obema skupinama, žrtvami samomora in 
kontrolnimi osebami, vsaj 25 % in da so bile q-vrednosti enake ali manjše od 0,01 (tabela 
8). 
 








Število vseh preiskovancev je bilo 53 od tega je bilo 25 žrtev samomora in 28 kontrolnih 
oseb (tabela 9). S tortnim diagramom smo predstavili starostno sestavo obeh skupin (slika 
20). Z grafom na sliki 21 pa prisotnost etanola in drugih substanc v krvi pridobljenih s 
toksikološkimi testi.  
Tabela 9: Podatki o preiskovancih. 
 Vseh 
preiskovancev 
Žrtve samomora Kontrolna skupina 
Število  53 25 28 
Povprečna starost 49,5 42,8 55,5 
 
   
Slika 20: Starostna sestava kontrolne skupine in žrtev samomora. 





   
Slika 21: Toksikološki podatki žrtev samomora. V rubriko drugo so zajeti možni ostanki 
antidepresivov, antipsihotikov, anksiolitikov in/ali kokaina. 
 
4.2. Rezultati kvantifikacije DNA za izračun volumna vzorcev 
potrebnega za bisulfitno pretvorbo 
 
Izolacija DNA je ključnega pomena, ker so kakovost, integriteta in izkoristek DNA zelo 
pomembni za nadaljnje poskuse.  
Po izolaciji DNA smo vzorcem izmerili koncentracije. Določili smo jih z merjenjem 
fluorescence na Synergy-u H4 (BioTek, ZDA). Iz dobljenih koncentracij smo nato 
preračunali potrebne volumne za bisulfitno pretvorbo. Z merjenjem pri valovnih dolžinah 
230 nm, 260 nm in 280 nm ter preračunanimi razmerji 260/280 nm in 260/230 nm smo 
ovrednotili čistost vzorcev.  
V tabeli 10 so prikazani rezultati kvantifikacije DNA, v spodnjem primeru amigdale, za 










Tabela 10: Rezultati koncentracije DNA v vzorcu ter preračunani razmerji 260/280 nm 
in 260/230 nm. 
VZOREC 260/280 nm 260/230 nm ng/µL V DNA [μL] V H2O [μL] skupni V [μL] 
AMIG_1 1,648 1,966 51,436 15,55 4,45 20 
AMIG_2 1,580 1,929 45,312 17,66 2,34 20 
AMIG_3 0,860 1,973 79,195 10,10 9,90 20 
AMIG_4 1,810 2,036 61,007 13,11 6,89 20 
AMIG_5 1,682 2,050 94,084 8,50 11,50 20 
AMIG_6 1,758 2,109 98,374 8,13 11,87 20 
AMIG_7 2,019 2,037 65,474 12,22 7,78 20 
AMIG_8 1,737 2,073 87,471 9,15 10,85 20 
 
Pogledali smo tudi povprečje za razmerji 260/280 nm ter 260/230 nm, ločeno za 
kontrolno skupino in žrtve samomora. Iz tabele 11 vidimo, da so rezultati med skupinama 
primerljivi, kar nakazuje na ustrezno delo z obema skupinama vzorcev. 
Tabela 11: Povprečje meritev 260/280 nm in 260/230 nm za obe skupini. 
SKUPINA 260/280 nm 260/230 nm 
Kontrole 1,783 2,038 
Samomori 1,797 2,035 
 
4.3. Optimizacija pogojev PCR 
 
Pred prvim krogom pomnoževanja smo optimizirali pogoje PCR, da smo dobili 
najprimernejšo temperaturo prileganja in število ciklov pomnoževanja za vsak pomnožek. 
V tabeli 12 so prikazani temperaturni gradienti za pomnožek SLC6A4_1 in v tabeli 13 za 
pomnožek SLC6A4_2. Rezultati optimizacije za pomnožek SLC6A4_1 so prikazani na 
sliki 22 in za pomnožek SLC6A4_2 na sliki 23. Naprava, ki smo jo uporabili za določanje 
optimizacijskih pogojev je bila PCR Mastercycler (Eppendorf, Nemčija), ki omogoča 
uporabo temperaturnega gradienta. Ta nam olajša določanje optimalne temperature in 
števila ciklov. Najprimernejšo temperaturo prileganja in število ciklov smo določili tako, 
da smo vzorce nanesli na gel in elektroforezo pustili teči 30 min pri napetosti 100 V. S 
primerjavo gelov smo izbrali temperaturo prileganja, pri kateri dobimo dovolj produkta 
in manjše število nespecifičnih produktov. Pri višjih temperaturah smo dobili manj 
željenega produkta in manj nespecifičnih produktov. Tako smo pri izbiri temperature 
prileganja upoštevali oba dejavnika. 





V zadnji žepek smo za določanje velikosti nanesli standardno lestvico DNA fragmentov 
od 100 bp (spodnja lisa) do 1000 bp (zgornja lisa). 
Tabela 12: Naraščajoči temperaturni gradienti optimizacije za pomnožek SLC6A4_1. 
Številke od 1 do 11 v oklepajih so podane za boljšo preglednost slike 22. 

























Slika 22: Optimizacije temperaturnega gradienta od 53,9 °C (1) do 65,8 °C (11) za 
pomnožek SLC6A4_1. V zadnjem žepku smo za primerjavo velikosti nanesli 
standardno lestvico DNA fragmentov velikosti od 100 bp (spodnja lisa) do 1000 bp 
(zgornja lisa). 
Tabela 13: Naraščajoči temperaturni gradienti optimizacije za pomnožek SLC6A4_2. 
Številke od 1 do 12 v oklepajih so podane za boljšo preglednost slike 23. 
































Slika 23: Optimizacija temperaturnega gradienta od 53,9 °C (1) do 65,8 °C (11) za 
pomnožek SLC6A4_2 smo prikazali z AGE. V zadnjem žepku smo za primerjavo 
velikosti nanesli standardno lestvico DNA fragmentov velikosti od 100 bp (spodnja lisa) 
do 1000 bp (zgornja lisa). 
V tabeli 14 je prikaz priprave reakcijske mešanice in v tabeli 15 program optimizacije. 
Tabela 14: Priprava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s polimerazo. 
Reagenti  Količina za 1 vzorec [μL] 
2x KAPA HiFi ready mix * 12,5  
ZO R 1 μM 5  
ZO F 1μM 5  
Voda 1,25 
BS DNA (20ng) 1,25 
                 ∑ 25 μl    
ZO = začetni oligonukleotid, R = protismerni, F = smerni 
* KAPA HiFi HotStart Uracil+ReadyMix (Roche, ZDA) vsebuje DNA-polimerazo, pufer in 0,2 mM dNTP-je; DNA-
polimeraza je prilagojena za bisulfitno pretvorjeno DNA, ki je neodvisna od deleža GC parov v izbranem zaporedju in 
je sestavljena iz večjega števila uracilov. 
Tabela 15: Program optimizacije PCR za prvi krog pomnoževanja pomnožka SLC6A4_1 
in SLC6A4_2. 
Program Temperatura [°C] Čas [s] število ciklov 
Začetna denaturacija 95 300 1 
Denaturacija 98 30  
Prileganje X 15 38 
Pomnoževanje 72 15  
Pomnoževanje 72 60 1 
Inkubacija 4 ~  
X … različne vrednosti temperature prileganja 
 





4.4. Rezultati prvega in drugega kroga PCR 
 
V prvem krogu PCR smo z načrtanimi začetnimi oligonukleotidi pomnožili del zaporedja 
na DNA, ki nas zanima. 
Po prvem krogu PCR smo produkte nanesli na 2-% AGE. Na sliki 24 je prikaz gela 
pomnožka SLC6A4_1 (365 bp), na sliki 25 pa pomnožka SLC6A4_2 (343 bp) po prvem 
PCR. Pomnožki so bili ustrezne velikosti, zato smo sklepali, da smo dobili ustrezne 
produkte. Lise pri približno 100 bp pripadajo krajšim nespecifičnim produktom. 
 
 
Slika 24: Pomnožek SLC6A4_1 po prvem PCR. Standardna lestvica (Thermo Fisher, 
ZDA) koncentracije 10 ng/nL je sestavljena iz DNA fragmentov dolžin med 100 bp 
(spodnja lisa) in 1000 bp (zgornja lisa). 
Iz slike 25 je razvidno, da so pri vzorcih 6, 7, 8 in 9 lise slabše vidne. Iz jakosti lis lahko 
sklepamo o količini pomnožka. 
 
Slika 25: Pomnožek SLC6A4_2 po prvem krogu PCR. Standardna lestvica (Thermo 
Fisher, ZDA) koncentracije 10 ng/nL je sestavljena iz DNA fragmentov dolžin med 100 
bp (spodnja lisa) in 1000 bp (zgornja lisa). 





Pred drugim krogom PCR smo združili 18 pomnožkov (pomnožka SLC6A4_1 in 
SLC6A4_2 ter 16 pomnožkov, ki so bili vključeni v drugo raziskovalno nalogo) vseh 5 
regij in nastale produkte preverili na 2-% gelu. Pomnožki drugega kroga PCR so prikazani 
na sliki 26. Pomnožkom smo tekom reakcije dodali prepoznavna zaporedja (indeksi) in 
adaptorska zaporedja prilagojena za delo z napravo MiniSeq (Ilumina, ZDA). Nastale 
produkte smo okarakterizirali z AGE. Končna pričakovana dolžina pomnožkov drugega 
kroga pomnoževanja s PCR je bila za SLC6A4_1 463 bp in 441 bp za pomnožek 
SLC6A4_2.  
Razmaz lis kaže na različne dolžine združenih pomnožkov. Lise okrog 100 bp pripadajo 
nespecifičnim produktom, ki so nastali tekom PCR. 
 
Slika 26: Produkti drugega kroga PCR. Standardna lestvica (Thermo Fisher, ZDA) 
koncentracije 10 ng/nL je sestavljena iz DNA fragmentov dolžin med 100 bp (spodnja 
lisa) in 1000 bp (zgornja lisa). 
4.5. Rezultati čiščenja s paramagnetnimi kroglicami  
 
Z metodo SPRI smo odstranili nespecifične produkte, ki so nastali tekom PCR. Na sliki 
27 so prikazani produkti pred in po čiščenju. Z volumetričnim razmerjem, ki smo ga 
predhodno določili, smo vplivali na dolžine fragmentov, ki so se vezali na paramagnetne 
kroglice. Iz slike 27 je razvidno, da smo vzorce ustrezno očistili ostankov drugih 
nespecifičnih produktov, ki so bili vidni pred čiščenjem pri približno 100 bp (žepek 6 in 
8). 





Žepek 6 je produkt SLC6A4_1 drugega kroga PCR pred čiščenjem, žepek 7 pa produkt 
drugega kroga PCR po čiščenju. Žepek 8 je produkt SLC6A4_2 drugega kroga PCR pred 
čiščenjem ter žepek 9 drugega kroga PCR po čiščenju. Vidimo, da v žepku 7 in 9 ni 
izrazite lise pri približno 100 bp. Žepki 2, 3, 4 in 5 so rezultati druge raziskovalne naloge. 
 
 
Slika 27: Prikaz produktov drugega kroga PCR pred in po čiščenju. 
4.6. Rezultati kvantifikacije DNA po prvem in drugem krogu 
PCR 
 
Za merjenje koncentracije po prvem in drugem krogu PCR smo uporabili komplet 
reagentov Quant-It PicoGreen dsDNA (Thermo Scientific, ZDA). Vzorce smo pomerili 
na Synergy H4 (BioTek, ZDA). Za izračun končne koncentracije smo morali upoštevati 
200-kratno redčitev. Pri merjenju koncentracije z barvilom PG smo uporabljali 
računalniški program: Gen 5.2.09. Rezultate smo obdelali v programu Excel.  
Na sliki 28 so prikazani rezultati merjenja fluorescence v RFU (relativne fluorescenčne 
enote, angl. relative fluorescent units). Za pripravo standardne krivulje (slika 29) smo 
pomerili odzive standardov z znanimi koncentracijami od 0 - 0,5 ng/μL.  






Slika 28: Meritve fluorescence. Rezultate smo v programu Excel vnesli v tabele tako, 
kot so bili nanešeni na ploščo. V 12-tem stolpcu so RFU za izračun standardne krivulje 
z znanimi koncentracijami gledano od spodaj navzgor od 0 (0 RFU) do 0,5 ng/μL 
(47641 RFU). 
 
Slika 29: Graf standardne krivulje za izračun parametrov k (145963) in n (-346,13) za 
kvantifikacijo DNA po prvem in drugem krogu PCR. 
Po enačbi 3 smo iz dobljenih parametrov k in n iz standardne krivulje preračunali 
koncentracije pomerjenih vzorcev z upoštevanjem 200-kratne redčitve (slika 30) . 
Enačba 3: 𝑦 = 𝑘 × 𝑥 + 𝑛 
 
Slika 30: Preračunane koncentracije vzorcev z upoštevanjem 200-kratne redčitve. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 4648 3278 22219 47641
B 205 1983 15160 35553





















1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 5,894 4,017 29,970 64,804
B -0,193 2,243 20,298 48,241











4.7. Rezultati uporabe paketa methylKit  
 
Z uporabo paketa methylKit smo v programskem okolju R analizirali podatke iz datoteke 
BAM. V datoteki BAM smo imeli podatke ločene za posamezno osebo, okolje R pa nam 
omogoča primerjavo in določitev razlike (% Δ) v metilaciji pri žrtvah samomora glede na 
kontrolno skupino. Rezultati statistične obdelave podatkov o metilaciji citozinov za žrtve 
samomora in kontrole za posamezno možgansko regijo in kri, ločeno za pomnožek 
SLC6A4_1 in SLC6A4_2, so prikazane v tabelah 16, 17, 18, 19, 20 in 21. V analizi smo 
upoštevali samo tiste CpG za katere smo imeli podatke o posameznem citozinu za več 
kot 10 preiskovancev znotraj skupine.  
Tabela 16: Rezultati statistične obdelave podatkov o metilaciji citozinov za žrtve 
samomora in kontrole za amigdalo in Brodmannovo področje 46 pomnožka SLC6A4_1. 
    amigdala     Brodmann. področje 46 
Citozin 
Pozicija posameznega 
citozina p-vrednost q-vrednost % Δ p-vrednost q-vrednost % Δ 
na genomu (hg19) 
1 chr17_28562784 0,35 0,274 -0,172 0,002 0,004 -0,73 
2 chr17_28562787 0,044 0,057 0,412 0,118 0,116 -0,49 
3 chr17_28562814 0,002 0,003 0,52 0,018 0,025 -0,69 
4 chr17_28562827 <0,001 <0,001 -0,932 0,001 0,003 -1,15 
5 chr17_28562848 0,957 0,573 0,008 0,867 0,514 -0,03 
6 chr17_28562850 0,434 0,321 0,091 0,044 0,051 0,36 
7 chr17_28562854 0,001 0,002 0,36 0,820 0,497 -0,03 
8 chr17_28562856 0,032 0,045 -0,271 0,001 0,002 -0,61 
9 chr17_28562862 <0,001 <0,001 -0,543 0,944 0,547 -0,02 
10 chr17_28562864 0,911 0,562 -0,013 0,111 0,112 -0,37 
 chr17_28562870 0,005 0,01 0,332 0,001 0,001 -0,81 
12 chr17_28562885 0,352 0,275 -0,122 0,061 0,069 -0,47 
13 chr17_28562889 0,018 0,028 0,218 0,028 0,036 0,32 
14 chr17_28562903 0,039 0,052 -0,175 0,066 0,073 -0,23 
15 chr17_28562905 0,639 0,437 -0,056 0,618 0,407 0,10 
16 chr17_28562910 0,087 0,1 -0,177 0,153 0,142 -0,24 
17 chr17_28562915 0,001 0,002 -0,249 0,220 0,183 0,23 
18 chr17_28562922 <0,001 <0,001 -0,592 0,002 0,004 -0,93 
19 chr17_28562924 0,067 0,08 -0,238 0,606 0,401 -0,12 
20 chr17_28562928 0,128 0,127 -0,191 0,075 0,081 0,39 
21 chr17_28562958 0,01 0,017 0,434 <0,001 <0,001 -1,19 
22 chr17_28562971 0,15 0,142 -0,231 0,017 0,023 0,69 
23 chr17_28562975 <0,001 <0,001 -0,732 <0,001 <0,001 -0,82 
24 chr17_28562987 <0,001 <0,001 -0,874 0,427 0,309 0,29 
25 chr17_28562992 0,075 0,088 -0,26 0,751 0,467 -0,09 
26 chr17_28562994 0,003 0,006 0,507 0,033 0,042 -0,66 
27 chr17_28563003 <0,001 <0,001 -0,774 0,125 0,122 -0,38 
28 chr17_28563017 <0,001 <0,001 0,978 <0,001 <0,001 -1,11 
29 chr17_28563021 0,105 0,111 -0,313 0,535 0,366 0,25 
vsote vseh statistično pomembnih DMC-jev        ∑ 15         ∑ 12  





V odebeljenem tisku so prikazani podatki za p in q vrednosti s stopnjo značilnosti 0,05. 
Z oranžno barvo so označene vrednosti, ki prikazujejo zvišano metilacijo 
(hipermetilacija), z zeleno barvo pa znižano metilacijo (hipometilacija) pri žrtvah 
samomora v primerjavi s kontrolno skupino. Pod stolpcem % Δ so napisane vsote vseh 
statistično pomembnih DMC-jev. 
Tabela 17: Rezultati statistične obdelave podatkov o metilaciji citozinov za žrtve 
samomora in kontrole za hipokampus in insulo pomnožka SLC6A4_1. 
    hipokampus     insula     
Citozin 
Pozicija posameznega 
citozina p-vrednost q-vrednost % Δ p-vrednost q-vrednost % Δ 
na genomu (hg19) 
1 chr17_28562784 0,048 0,056 -0,33 <0,001 <0,001 0,75 
2 chr17_28562787 0,241 0,190 0,20 0,683 0,408 -0,07 
3 chr17_28562814 0,238 0,190 -0,16 0,480 0,315 0,13 
4 chr17_28562827 0,001 0,003 -0,53 0,098 0,087 0,35 
5 chr17_28562848 <0,001 <0,001 -1,34 0,001 0,002 -0,50 
6 chr17_28562850 0,034 0,042 -0,24 0,010 0,013 0,38 
7 chr17_28562854 <0,001 <0,001 -0,64 <0,001 0,001 -0,37 
8 chr17_28562856 0,003 0,005 -0,36 0,853 0,471 0,02 
9 chr17_28562862 0,736 0,448 0,04 0,024 0,027 -0,30 
10 chr17_28562864 0,694 0,430 0,04 0,531 0,340 0,08 
11 chr17_28562870 <0,001 <0,001 -0,95 0,056 0,056 0,32 
12 chr17_28562885 <0,001 <0,001 -0,95 0,322 0,234 0,15 
13 chr17_28562889 0,096 0,096 0,16 <0,001 <0,001 0,72 
14 chr17_28562903 <0,001 <0,001 -0,47 0,507 0,327 -0,06 
15 chr17_28562905 0,382 0,276 -0,09 0,321 0,234 0,12 
16 chr17_28562910 <0,001 <0,001 0,86 0,713 0,418 0,04 
17 chr17_28562915 <0,001 <0,001 0,90 <0,001 <0,001 0,47 
18 chr17_28562922 0,120 0,112 -0,20 0,652 0,395 -0,06 
19 chr17_28562924 0,242 0,190 -0,14 0,867 0,477 0,02 
20 chr17_28562928 <0,001 <0,001 0,41 0,218 0,172 0,15 
21 chr17_28562958 0,350 0,258 -0,15 <0,001 <0,001 -0,65 
22 chr17_28562971 <0,001 <0,001 -0,66 0,002 0,003 0,57 
23 chr17_28562975 0,025 0,032 0,31 <0,001 <0,001 0,80 
24 chr17_28562987 0,593 0,381 -0,09 0,955 0,510 -0,01 
25 chr17_28562992 <0,001 <0,001 -0,58 0,668 0,403 0,08 
26 chr17_28562994 0,234 0,188 -0,20 0,020 0,023 0,47 
27 chr17_28563003 0,095 0,096 -0,28 0,166 0,138 -0,27 
28 chr17_28563017 <0,001 <0,001 -0,71 <0,001 <0,001 0,86 
29 chr17_28563021 <0,001 <0,001 -0,79 0,679 0,406 -0,09 
vsote vseh statistično pomembnih DMC-jev          ∑ 16         ∑ 12 
V odebeljenem tisku so prikazani podatki za p in q vrednosti s stopnjo značilnosti 0,05. 
Z oranžno barvo so označene vrednosti, ki prikazujejo zvišano metilacija 
(hipermetilacija), z zeleno barvo pa znižano metilacijo (hipometilacija) pri žrtvah 





samomora v primerjavi s kontrolno skupino. Pod stolpcem % Δ so napisane vsote vseh 
statistično pomembnih DMC-jev. 
Tabela 18: Rezultati statistične obdelave podatkov o metilaciji citozinov za žrtve 
samomora in kontrole za kri pomnožka SLC6A4_1. 
    kri     
Citozin 
Pozicija posameznega 
citozina p-vrednost q-vrednost % Δ 
na genomu (hg19) 
1 chr17_28562784 <0,001 <0,001 -1 
2 chr17_28562787 0,001 0,002 -0,75 
3 chr17_28562814 0,800 0,501 -0,05 
4 chr17_28562827 <0,001 <0,001 -0,98 
5 chr17_28562848 0,073 0,084 -0,31 
6 chr17_28562850 <0,001 <0,001 -2 
7 chr17_28562854 0,183 0,169 -0,16 
8 chr17_28562856 <0,001 <0,001 -0,88 
9 chr17_28562862 <0,001 <0,001 -0,93 
10 chr17_28562864 0,613 0,411 0,08 
11 chr17_28562870 <0,001 <0,001 -0,63 
12 chr17_28562885 0,080 0,089 -0,40 
13 chr17_28562889 <0,001 <0,001 -0,92 
14 chr17_28562903 0,004 0,007 0,36 
15 chr17_28562905 0,375 0,292 -0,17 
16 chr17_28562910 0,021 0,030 -0,34 
17 chr17_28562915 0,604 0,408 -0,08 
18 chr17_28562922 0,647 0,424 -0,07 
19 chr17_28562924 0,502 0,362 0,12 
20 chr17_28562928 0,489 0,355 0,10 
21 chr17_28562958 <0,001 <0,001 -1 
22 chr17_28562971 <0,001 <0,001 -1 
23 chr17_28562975 0,213 0,191 0,26 
24 chr17_28562987 0,246 0,215 -0,35 
25 chr17_28562992 0,012 0,019 0,55 
26 chr17_28562994 <0,001 <0,001 -0,99 
27 chr17_28563003 <0,001 <0,001 -1,01 
28 chr17_28563017 <0,001 <0,001 -1,40 
29 chr17_28563021 <0,001 <0,001 -1,69 
vsote vseh statistično pomembnih DMC-jev             ∑ 16 
V odebeljenem tisku so prikazani podatki za p in q vrednosti s stopnjo značilnosti 0,05. 
Z oranžno barvo so označene vrednosti, ki prikazujejo zvišano metilacija 
(hipermetilacija), z zeleno barvo pa znižano metilacijo (hipometilacija) pri žrtvah 
samomora v primerjavi s kontrolno skupino. Pod stolpcem % Δ so napisane vsote vseh 
statistično pomembnih DMC-jev. 





Tabela 19: Rezultati statistične obdelave podatkov o metilaciji citozinov za žrtve 
samomora in kontrole za amigdalo in Brodmannovo področje 46 pomnožka SLC6A4_2. 
    amigdala     Brodmann. področje 46 
Citozin 
Pozicija posameznega 
citozina p-vrednost q-vrednost % Δ p-vrednost q-vrednost % Δ 
na genomu (hg19) 
1 chr17_28563301 0,226 0,196 -0,63 0,879 0,520 0,05 
2 chr17_28563389 0,315 0,255 -1,47 0,476 0,334 -0,66 
3 chr17_28563425 0,383 0,296 -0,89 0,008 0,012 -1,75 
4 chr17_28563514 0,068 0,082 2,58 0,005 0,008 -2,58 
5 chr17_28563518 0,911 0,562 0,16 0,247 0,200 -1,06 
6 chr17_28563528 0,842 0,537 -0,29 0,402 0,294 -0,78 
7 chr17_28563530 0,105 0,111 2,30 <0,001 <0,001 -3,59 
vsote vseh statistično pomembnih DMC-jev        ∑ 0         ∑ 3  
V odebeljenem tisku so prikazani podatki za p in q vrednosti s stopnjo značilnosti 0,05. 
Z oranžno barvo so označene vrednosti, ki prikazujejo zvišano metilacijo 
(hipermetilacija), z zeleno barvo pa znižano metilacijo (hipometilacija) pri žrtvah 
samomora v primerjavi s kontrolno skupino. Pod stolpcem % Δ so napisane vsote vseh 
statistično pomembnih DMC-jev. 
Tabela 20: Rezultati statistične obdelave podatkov o metilaciji citozinov za žrtve 
samomora in kontrole za hipokampus in insulo pomnožka SLC6A4_2. 
    hipokampus insula 
Citozin 
Pozicija posameznega 
citozina p-vrednost q-vrednost % Δ p-vrednost q-vrednost % Δ 
na genomu (hg19) 
1 chr17_28563301 0,990 0,544 -0,01 0,727 0,423 -0,16 
2 chr17_28563389 0,551 0,365 -1,52 0,099 0,088 -2,03 
3 chr17_28563425 0,313 0,234 1,79 0,092 0,083 1,45 
4 chr17_28563514 0,447 0,310 1,87 0,470 0,310 0,86 
5 chr17_28563518 <0,001 0,001 9,07 0,091 0,082 -2,05 
6 chr17_28563528 0,206 0,172 -3,21 0,662 0,400 -0,54 
7 chr17_28563530 0,514 0,347 -0,01 0,179 0,146 1,63 
vsote vseh statistično pomembnih DMC-jev         ∑ 1         ∑ 0  
V odebeljenem tisku so prikazani podatki za p in q vrednosti s stopnjo značilnosti 0,05. 
Z oranžno barvo so označene vrednosti, ki prikazujejo zvišano metilacijo 
(hipermetilacija), z zeleno barvo pa znižano metilacijo (hipometilacija) pri žrtvah 
samomora v primerjavi s kontrolno skupino. Pod stolpcem % Δ so napisane vsote vseh 
statistično pomembnih DMC-jev. 
 
 





Tabela 21: Rezultati statistične obdelave podatkov o metilaciji citozinov za žrtve 
samomora in kontrole za kri pomnožka SLC6A4_2. 
    kri     
Citozin 
Pozicija posameznega 
citozina p-vrednost q-vrednost % Δ 
na genomu (hg19) 
1 chr17_28563301 <0,001 <0,001 -2,93 
2 chr17_28563389 0,004 0,007 -2,36 
3 chr17_28563425 0,522 0,369 -0,35 
4 chr17_28563514 0,801 0,501 -0,19 
5 chr17_28563518 0,727 0,466 0,26 
6 chr17_28563528 <0,001 <0,001 3,12 
7 chr17_28563530 0,004 0,007 2,38 
vsote vseh statistično pomembnih DMC-jev                 ∑ 4 
V odebeljenem tisku so prikazani podatki za p in q vrednosti s stopnjo značilnosti 0,05. 
Z oranžno barvo so označene vrednosti, ki prikazujejo zvišano metilacija 
(hipermetilacija), z zeleno barvo pa znižano metilacijo (hipometilacija) pri žrtvah 
samomora v primerjavi s kontrolno skupino. Pod stolpcem % Δ so napisane vsote vseh 
statistično pomembnih DMC-jev. 
Statistična obdelava podatkov je bila narejena v sklopu doktorske disertacije asist. dr. 
Katarine Kouter z naslovom Metilacija DNA pri slovenskih moških, žrtvah samomora z 
obešanjem [91]. 
 






Kot je razvidno iz slike 20, je bila povprečna starost kontrolne skupine 55,5 let, povprečna 
starost žrtev samomora, pa je bila 42,8 let. Najmlajša žrtev samomora je bila stara 17 let, 
najstarejša pa 64 let. Po podatkih iz literature je bila povprečna starost moških v Sloveniji, 
ki so storili samomor 50,58 let [17]. Iz slike 21 je razvidno, da so pri enajstih osebah 
(44,0 %) s toksikološkimi testi v krvi potrdili prisotnost etanola, pri štirih osebah (16,0 %) 
so bili prisotni ostanki antidepresivov, anksiolitikov, antipsihotikov in/ali kokaina. Pri 
dveh osebah (8,0 %) so bili prisotni tako etanol kot druge psihoaktivne snovi, pri osmih 
osebah (32,0 %) niso našli sledi etanola ali drugih snovi (poglavje 4.1). 
Da bi bila analiza izvedena na čim bolj homogeni skupini, so bili vsi preiskovanci 
moškega spola; pri kontrolni skupini je bil razlog smrti odpoved srca, pri žrtvah 
samomora pa samomor z obešanjem. Metoda z obešanjem je pri moških v Sloveniji eden 
najpogostejših načinov samomora. Pogoste metode samomora v Sloveniji pri moških so 
še samomor s strelnim orožjem ter zastrupitev s plinom [2, 17].  
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili paket methylKit. S paketom lahko 
pridobimo samo podatke o razliki metilacije med skupinama, ne vemo pa kakšna je 
osnovna stopnja metilacije v eni in drugi skupini. Hipoteza je bila, da je razlika v 
metilaciji DNA naključna. P-vrednosti uporabljamo pri preverjanju hipotez in nam 
povejo kakšna je verjetnost, da je naša hipoteza lažna. Če rezultati kažejo statistično 
pomembne razlike pri stopnji značilnosti v višini 0,05 lahko trdimo, da statistično 
pomembne razlike obstajajo [92]. Problem, ki se pojavi, če imamo veliko število testov 
je, da so rezultati lahko lažno pozitivni. Večje kot je število testov, več je lahko lažno 
pozitivnih rezultatov. Zato vzamemo q-vrednosti, ki so konjugirane p-vrednosti. Tako 
upoštevamo dejstvo, da bomo naredili veliko testov, postavimo strožje pogoje ter tako 
zmanjšamo možnost lažno pozitivnih rezultatov. Razlika v metilaciji Δ % nam pove za 
koliko je pri žrtvah samomora metilacija znižana (negativna vrednost) oziroma zvišana 
(pozitivna vrednost) v primerjavi s kontrolnimi skupinami. Statistično pomembni DMC 
so tiste vrednosti q-ja, ki so manjše od 0,05 in so v tabeli označene krepko. 
Kot lahko vidimo iz rezultatov pomnožka SLC6A4_1 v tabelah 16, 17 in 18 je število 
statistično pomembnih DMC v vseh štirih možganskih regijah kot tudi v krvi dokaj enako 
(amigdala-15 DMC; BA46-12 DMC;HIPO-16 DMC; INS-12 DMC; kri-16 DMC). Iz 
vrednosti % Δ v tabelah opazimo, da je v Brodmannovem področju 46, hipokampusu in 
v krvi raven metilacije statistično pomembnih DMC pri žrtvah samomora glede na 





kontrolno skupino znižan (negativne vrednosti). V amigdali je vzorec metilacije DMC 
mešan. V insuli pa je večji delež statistično pomembnih DMC zvišan (hipermetilacija) pri 
žrtvah samomora glede na kontrolno skupino (pozitivne vrednosti).  
Iz rezultatov pomnožka SLC6A4_2 v tabelah 19, 20 in 21 vidimo, da je število DMC v 
vseh štirih možganskih regijah kot tudi v krvi različno (amigdala-0 DMC; BA46-3 
DMC;HIPO-1 DMC; INS-0 DMC; kri-4 DMC). V amigdali in insuli nismo opazili 
statistično pomembnih DMC. V Brodmannovem področju 46 je imelo več statistično 
pomembnih DMC znižano metilacijo pri žrtvah samomora glede na kontrolno skupino 
(negativne vrednosti), v krvi pa je bil vzorec statistično pomembnih DMC tako 
hipermetiliran kot hipometiliran.  
Hipotezo, da obstajajo statistično pomembne razlike v stopnji metilacije DNA SLC6A4 
med možganskimi področji in v krvi skupine žrtev samomora in kontrolne skupine smo 
potrdili, vendar pa so te razlike (%) zelo majhne. 
Analize možganskega tkiva posameznikov z nevropsihiatričnimi motnjami so pokazale, 
da je metilacija DNA spremenjena v primerjavi s kontrolnimi osebami. Možgansko tkivo 
velja za idealen vzorec za analize DNA metilacije pri nevropsihiatričnih motnjah, vendar 
je njegova dostopnost otežena in je zato vzorčenje tkiv omejeno na posmrtno zbiranje. Ta 
kritična težava daje potrebo po iskanju dodatnih neinvazivnih vzorcev z boljšo 
dostopnostjo, ki prav tako odražajo biokemične in molekularne spremembe, ki se 
pojavljajo v možganih. Tako so bile opravljene številne študije, ki uporabljajo periferno 
kri kot neinvazivni model za analize metilacije DNA pri nevropsihiatričnih boleznih. 
Slednje omogoča identifikacijo potencialnih krožečih biomarkerjev za diagnozo velike 
depresivne motnje [60].  
Znanje o epigenetiki vse bolj nakazuje na to, da naj bi epigenetske spremembe bolj 
odražale razvoj bolezni kot genetske značilnosti. Posledično lahko postanejo boljši 
biomarkerji za odkrivanje in diagnosticiranje različnih bolezni. Longitudinalno testiranje, 
s katerim bi sledili spremembi tkiv odvisno od zdravljenja, je praktično nemogoče. Za 
klinično analizo genske DNA, specifične za neko bolezen, je tako potrebno iskati iz 
drugih virov [66].  
Cena NGS zelo hitro pada, število vzorcev za študije celotnega genoma pa pogosto še 
vedno ostaja nizko. Vprašanje, ki se poraja je tudi ali nizek odstotek spremenjene 
metilacije kaže učinek na biološki ravni. Analize celotnega genoma so kljub številnim 
omejitvam odlično orodje za iskanje novih kandidatnih genov [93].  





Pogosto je prva izbira za diagnosticiranje genetskih bolezni in določanje klinične slike 
NGS. Parametri NGS platform, ki ključno vplivajo na kvaliteto podatkov so natančnost, 
dolžina odčitkov in globina sekvenciranja. Tekom sekvenciranja lahko pride do 
naključnih napak, ki jih v določenih primerih ne zaznamo. Z globino sekvenciranja 
povečamo število končnih odčitkov ter tako zmanjšamo možnost nastajanja naključnih 
napak in povečamo zanesljivost določanja pravih baz. Napaka sekvenciranja pri višjem 
številu odčitkov tako postane statistično nepomembna. Z večanjem števila odčitkov pa se 
višajo stroški sekvenciranja [94, 95]. NGS so primerne za določanje manjših sekvenčnih 
sprememb zaradi omejitve, ki jo predstavlja branje krajših odčitkov (150-300 bp). 
Problem predstavljajo strukturne spremembe, ki jih s kratkimi odčitki ne moremo 
prepoznati [96]. S povečano globino sekvenciranja in obojestranskim odčitavanjem s 
katerim dobimo podatke o razdalji med dvema parnima odčitkoma, lahko prepoznavamo 
večje insercije, delecije in duplikacije [97]. 
Podatki o genetskih spremembah, ki jih določamo z NGS so posredni, saj gre za 
primerjavo zaporedja DNA, ki ga preiskujemo z zaporedjem referenčnega genoma iz 
zbirke. Gre torej zgolj za posredno pridobivanje informacij na podlagi sklepanja o 
strukturnih spremembah nekega zaporedja v primerjavi z referenčnim genomom [96, 97].  
Krajše dolžine odčitkov kot so inverzije, z GC in AT bogata področja, ter zaporedja s 
homolognimi elementi, težje prilegamo na dele genoma, ker se odčitki lahko prilegajo na 
več različnih lokacij na genomu. To lahko vodi do napačne in dvoumne interpretacije 
podatkov in napačnega določanja genetskih sprememb [98, 99].  
Poraja se tudi vprašanje ali je referenčni genom ustrezen standard. Pokazali so, da se 
posamezni genomi med seboj razlikujejo v milijonih SNV (različice posameznih 
nukleotidov, angl. single nucleotid variants) in več deset tisočih strukturnih spremembah 
daljših od 50 bp. Vemo tudi, da se genetske spremembe med pripadniki različnih etničnih 
skupin razlikujejo. Da bi ta problem rešili bi bilo potrebno sistematično analizirati 
različne humane genome [100]. 
Vse bolj prihajajo v ospredje TGS (tehnologije tretje generacije, angl. third generation 
sequencing). Dve izmed metod, ki spadata med TGS sta SMRT (angl. single molecule 
real time sequencer) in sekvenciranje z nanoporami [101]. S TGS lahko direktno 
sekvenciramo zelo dolga zaporedja dolga več kot 10.000 bp. Sekvenciramo lahko 
posamezne molekule DNA in tako predhodno pomnoževanje ni potrebno kot je to pri 
NGS [99].  





V primerjavi z NGS lahko s TGS določimo skoraj 2,5-krat več strukturnih sprememb 
[96]. TGS pa imajo tudi številne omejitve. DNA knjižnica mora biti pripravljena iz 
svežega materiala ali nedotaknjenih celic. Prav tako protokoli za ravnanje z zelo dolgo 
DNA z visoko molekulsko maso potrebujejo izboljšave. Pri TGS se srečujemo z višjo 
stopnjo napak pri sekvenciranju in sistematičnimi napakami. Potem pa je tu še cena, ki je 
pri TGS višja kot pri NGS. Vse zgoraj našteto je razlog, da se tehnologije tretje generacije 









6. Zaključek  
Samomor je visoko na lestvici vzrokov smrti po vsem svetu, tudi v Sloveniji, vendar pa 
je zaradi kompleksnosti in prepletanja različnih dejavnikov še vedno slabo raziskan. 
Podatki Svetovne zdravstvene organizacije (WHO, 2014) kažejo, da po svetu vsakih 40 
sekund ena oseba naredi samomor, poskuša pa jih še veliko več. Epigenetsko uravnavanje 
je tkivno specifičen in okoljsko odziven nadzor nad izražanjem genov.  
S tehnologijo sekvenciranja naslednje generacije smo na vzorcih DNA želeli pokazati, da 
obstajajo statistično pomembni DMC v izbranih delih oziroma v neposredni bližini 
CpG-otoka SLC6A4. Vzorce smo bisulfitno pretvorili in s pomočjo PCR pripravili 
knjižnico, ki smo jo sekvencirali na napravi MiniSeq (Ilumina, ZDA). Z določanjem 
metilacije statistično pomembnih različnih citozinov v možganskih regijah in krvi pri 
žrtvah samomora glede na kontrolno skupino smo potrdili hipotezo, da obstajajo 
statistično pomembne razlike, vendar pa so te razlike zelo majhne.  
S preučevanjem epigenetskih profilov v ciljnih možganskih regijah in krvi dobimo 
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